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As nanopartículas de prata (AgNPs) têm emergido como uma importante classe de 
nanomateriais com uma ampla gama de aplicações industriais e médicas. Têm 
aplicações, ou possíveis aplicações, como agentes antibacterianos, antifúngicos, 
antivirais, anti-inflamatórios, antitumorais, regeneradores, biossensores e 
catalisadores. Apesar da frequente utilização das AgNPs no nosso quotidiano, os seus 
efeitos tóxicos não se encontram ainda totalmente esclarecidos e pouco se sabe da 
sua interação com os neutrófilos humanos. Os neutrófilos são os leucócitos mais 
abundantes do organismo e representam a primeira linha de defesa do nosso 
organismo contra uma grande diversidade de ameaças. A atividade excessiva destas 
células pode causar danos nos tecidos e células adjacentes.  
Assim sendo, o objetivo deste trabalho foi avaliar a toxicidade de dois tamanhos 
diferentes de AgNPs (10 e 50 nm) em neutrófilos humanos. 
Para o efeito recorreu-se a três métodos diferentes, o método de exclusão do azul 
tripano, o do iodeto de propídio (PI) e o do vermelho neutro (NR). Verificou-se que a 
viabilidade dos neutrófilos foi alterada com a exposição às AgNPs, tendo as AgNPs de 
10 nm um efeito muito mais deletério. Estes dados foram observados com todos os 
métodos. Contudo, o método que permitiu ver diferenças significativas relativamente 
ao controlo (sem AgNPs) com tempos de exposição mais curtos foi o NR. Com este 
método verificou-se que com apenas 4h de exposição, 25 μg/mL de AgNPs (10 nm) 
foram suficientes para diminuir a viabilidade cerca de 22%. 
No segundo trabalho experimental, analisou-se a morfologia das células após 
exposição às AgNPs, por duas técnicas de microscopia, a microscopia ótica composta 
(MOC) e a microscopia eletrónica de transmissão (TEM). Verificaram-se alterações 
morfológicas com ambas as técnicas, estando mais uma vez implícito o maior efeito 
das AgNPs de 10 nm, não se verificando inclusivamente o efeito com as AgNPs de 50 
nm recorrendo a TEM. De notar que com TEM foi possível confirmar que as AgNPs de 
10 nm têm a capacidade de entrar na célula, podendo assim, justificar a sua maior 
toxicidade quando comparadas com as AgNPs de 50 nm. Está descrita na literatura a 
capacidade destas nanopartículas induzirem a produção de espécies reativas, sendo 
esta uma das vias pela qual as AgNPs induzem toxicidade. Como tal, o objetivo do 





produção de espécies reativas pelos neutrófilos humanos. Concluiu-se que as AgNPs 
de 10 nm induziram a produção de espécies reativas ao fim de 4h desta exposição. 
Este trabalho permitiu concluir, que nas condições experimentais testadas, as AgNPs 
induzem citotoxicidade em neutrófilos humanos, sendo que, as de menor diâmetro (10 
nm) revelaram ser mais citotóxicas.  
 







Silver nanoparticles (AgNPs) have emerged as an important class of nanomaterials 
with a wide range of industrial and medical applications. They have applications, or 
potential applications, as antibacterial, antifungal, antiviral and anti-inflammatory 
agents, antitumor, regenerators, catalysts and biosensors. Despite the routinely use of 
AgNPs in our daily lives, its toxic effects are not yet fully understood and little is known 
of their interaction with human neutrophils. Neutrophils are the most abundant 
leukocyte in the body and represent the first line of defense of our organism against a 
wide variety of threats. Excessive activity of these cells can cause tissue damage and 
adjacent cells. 
Therefore, the objective of this study was to evaluate the toxicity of two different 
sizes of AgNPs (10 and 50 nm) in human neutrophils.  
For the effect three different methods were used, the method of exclusion of trypan 
blue, propidium iodide (PI) and neutral red (NR). It was found that the viability of the 
neutrophils was altered by exposure to AgNPs, and the 10 nm AgNPs has a much 
more deleterious effect. These data were observed with all methods. However, the 
method that allowed the detection of significant differences, compared to control 
(without AgNPs), with shorter exposure times was NR. This method showed that with 
only 4 hours of exposure, 25 μg/mL AgNPs (10 nm) were enough to reduce the viability 
of about 22%. 
In the second study, it was analyzed the morphology of the cells after exposure to 
AgNPs of two different sizes, by two microscopy techniques, light microscopy and 
transmission electron microscopy (TEM). Morphological changes with both techniques 
were observed, with the greatest effect observed with the 10 nm AgNPs. Using TEM it 
was possible to confirm that the 10 nm AgNPs has the ability to enter into the cell, 
which may explain its greater toxicity when compared with 50 nm AgNPs. It was 
already described in literature the ability of these nanoparticles to induce the production 
of reactive species, being this effect reported as one possible mechanism of toxicity 
induced by AgNPs. As such, in the third study it was evaluated the effect of AgNPs in 
the production of reactive species by human neutrophils. It was concluded that the 10 





This study revealed that, in the present experimental conditions, AgNPs are 
cytotoxic to human neutrophils, being the nanoparticles of 10 nm most actives than the 
50 nm. 
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1.Introdução geral 
1.1 Considerações gerais 
Esta dissertação foi realizada no âmbito do Curso de Mestrado em Controlo de 
Qualidade da Faculdade de Farmácia da Universidade do Porto. O tema foi escolhido 
com base nas inúmeras aplicações e crescente utilização de nanopartículas no nosso 
quotidiano. As mais comummente utilizadas são as nanopartículas de prata (AgNPs), 
sendo que o seu impacto na saúde humana ainda não está totalmente estudado, 
havendo ainda muitas questões por esclarecer. Uma delas diz respeito ao efeito 
destas NPs em neutrófilos humanos, as principais células de defesa do organismo.  
Assim sendo, a parte experimental desta dissertação envolve a avaliação da 
toxicidade de AgNPs de dois tamanhos diferentes (10 e 50 nm) em neutrófilos 
humanos. 
1.2 Objetivos do trabalho e estrutura da dissertação 
O principal objetivo deste trabalho foi avaliar a toxicidade de AgNPs, de dois 
tamanhos diferentes (10 e 50 nm), em neutrófilos humanos. Para atingir este objetivo 
dividiu-se o trabalho experimental em várias fases complementares. Na primeira fase 
avaliou-se, através de diferentes métodos, a viabilidade de neutrófilos humanos 
expostos às AgNPs. Na segunda fase analisou-se a morfologia das células por duas 
técnicas de microscopia. A última fase deste trabalho diz respeito à avaliação do efeito 
das AgNPs no burst oxidativo de neutrófilos humanos.  
Esta dissertação encontra-se dividida em 5 capítulos e apresenta a seguinte 
estrutura: no primeiro capítulo apresenta-se uma caracterização de todos os 
componentes do sangue, focando nas células alvo deste estudo, os neutrófilos, bem 
como uma revisão da literatura onde se faz uma abordagem às principais 
características das AgNPs. No segundo capítulo são indicados materiais e métodos 
utilizados na fase experimental do trabalho. Este capítulo inclui o fundamento teórico 
das técnicas utilizadas e os procedimentos experimentais efetuados. Os Resultados 
obtidos são apresentados num terceiro capítulo, a que se segue a Discussão no 
quarto capítulo. Por último, são apresentadas as Referências Bibliográficas que 








Eritrócitos Leucócitos Plaquetas 
Granulócitos Agranulócitos 
Neutrófilos Eosinófilos Basófilos Linfócitos Monócitos 
2.Introdução  
2.1 Sangue 
O sangue é um tipo de tecido conjuntivo, constituído por células e fragmentos de 
células (elementos figurados) rodeados por uma matriz líquida (plasma), que circula 
pelo organismo. Os elementos figurados constituem cerca de 45% e o plasma 55% do 
volume total do sangue que, num adulto é em média cerca de 4 a 5 L nas mulheres e 
de 5 a 6 L nos homens. O sangue tem como principais funções o transporte, 
manutenção e proteção do organismo (1). Os elementos figurados dividem-se em 
eritrócitos, plaquetas e leucócitos, que serão discutidos nos pontos seguintes (Figura 
1). 
 
Figura 1: Constituintes dos elementos figurados do sangue 
2.1.1 Eritrócitos 
Os eritrócitos, também conhecidos por glóbulos vermelhos ou hemácias, são as 
células maioritárias do sangue com cerca de 5 milhões por milímetro cúbico de sangue 
(700 vezes mais numerosas que que os leucócitos e 17 vezes mais que as plaquetas) 





médio de cerca de 7 μm e as extremidades mais espessas do que o centro da célula 
(1-3). Durante o processo de formação ocorrem processos de mitose, síntese de ácido 
desoxirribonucleico (DNA) e hemoglobina, incorporação do ferro, perda de núcleo e 
organelos (3, 4). Sendo estas células anucleadas, têm maior capacidade de 
armazenamento, e também de deformabilidade, permitindo-lhes a passagem pelos 
capilares menores e assim, fornecer oxigénio a todos os tecidos (3).  
Os eritrócitos desempenham funções de transporte de gases respiratórios, 
nomeadamente de oxigénio dos pulmões para os vários tecidos do corpo e de dióxido 
de carbono (CO2) dos tecidos para o exterior. O transporte de oxigénio realiza-se 
através da ligação reversível à proteína hemoglobina que se encontra no interior 
destas células e é responsável pela cor vermelha do sangue (1, 2). Por outro lado, a 
presença de anidrase carbónica torna possível o transporte de grandes quantidades 
de CO2. Esta enzima possui a importante função de catalisar a reação entre o CO2 e a 
água, dando origem a ácido carbónico, que por sua vez, se dissocia formando iões 
bicarbonato e hidrogénio. É sob a forma de bicarbonato que grande parte do CO2 é 
transportado para os pulmões onde é expelido. A produção de iões bicarbonato é 
também importante para a regulação do pH do sangue (1, 2). Estas células 
permanecem em circulação relativamente pouco tempo, cerca de 120 dias numa 
célula saudável (1, 2, 4). 
 
 






As plaquetas, também designadas por trombócitos, são pequenos fragmentos de 
células (2 a 4 µm), com forma biconvexa, sem cor, sem núcleo, com um citoplasma 
composto por mitocôndrias, retículo endoplasmático liso e vários grânulos que contêm 
citocinas e proteínas de coagulação. Têm um tempo de vida de 8 a 10 dias, após o 
qual, são eliminadas pelo baço (5). 
A sua principal função é a formação de coágulos, participando portanto no processo 
de coagulação sanguínea. Em caso de lesão vascular, as plaquetas aderem às 
superfícies vasculares alteradas ou matrizes subendoteliais expostas em 
microssegundos. Após adesão, as plaquetas são ativadas, alteram a sua forma, 
libertam o conteúdo dos seus grânulos e agregam-se umas às outras formando o 
tampão hemostático primário. Este proporciona uma superfície catalítica que promove 
a coagulação do sangue (6). O número ou atividade excessiva das plaquetas pode 
causar oclusão dos vasos originando ataques cardíacos ou acidentes vasculares 
cerebrais (7).  
2.1.3 Leucócitos  
Os leucócitos ou glóbulos brancos são outro tipo de células do sangue. Os 
leucócitos podem ser agrupados consoante a sua morfologia em granulócitos 
(neutrófilos, eosinófilos e basófilos) e agranulócitos (linfócitos e monócitos). O que os 
distingue é a presença ou ausência de grânulos no citoplasma. Os nomes dos 
diferentes tipos de células dos granulócitos resultam das propriedades de coloração 
dos seus grânulos. Os grânulos dos basófilos coram de azul-escuro com corantes 
básicos, os grânulos dos eosinófilos coram de rosa escuro com o corante ácido eosina 
e os grânulos dos neutrófilos como não coram com os corantes padrão de sangue são 
considerados “neutros” (Figura 3) (2, 4). Cada tipo de leucócitos será abordado de 







Figura 3: Granulócitos: (A) - Basófilo, (B) - Eosinófilo, (C) – Neutrófilo; Agranulócitos: (D) - Monócito, 
(E) - Linfócito [adaptado de (8)]. 
2.1.3.1 Linfócitos 
Os linfócitos são células mononucleares com 6 a 14 μm de diâmetro (3). O 
citoplasma do linfócito consiste exclusivamente num fino anel quase impercetível ao 
redor do núcleo (Figura 4) (1). Aproximadamente 75% dos linfócitos do sangue 
periférico são células T. Entre 10 e 15% dos linfócitos são células B e as restantes 10-
15% são linfócitos granulares grandes (LGL) (3). 
 
Figura 4: Linfócito [adaptado de(3)]. 
Embora tenham origem na medula óssea, os linfócitos migram através do sangue 
até aos tecidos linfáticos nomeadamente gânglios linfáticos, baço, amígdalas e timo, 
onde proliferam e produzem mais linfócitos (1).  
As células B podem ser estimuladas por bactérias ou toxinas para se dividirem, 
formando células que produzem anticorpos, os quais são glicoproteínas destinadas a 
ligarem-se aos antigénios específicos levando à sua destruição. As células T protegem 
contra vírus atacando e destruindo células onde estes se produzem. Além disso, as 






Os LGL são maiores do que a média dos linfócitos e incluem as células natural killer 
(3), que fazem parte da imunidade inata que lisam células tumorais e células infetadas 
por vírus (1). 
A contagem elevada de linfócitos no sangue periférico (linfocitose) está muitas 
vezes associada a infeções virais, mas também pode ser observada em algumas 
infeções bacterianas e doenças malignas hematológicas (3).  
2.1.3.2 Monócitos 
Os monócitos são tipicamente as maiores células leucocitárias com 12 a 20 μm de 
diâmetro (1). Os monócitos têm um núcleo irregular, ou em forma de C, com um 
citoplasma azul-acinzentado e um pequeno número de grânulos azurófilos (Figura 5), 
cujo conteúdo desempenha um papel importante na degradação das partículas 
ingeridas (3).  
Os monócitos não são células efetoras, normalmente permanecem em circulação 
durante 2 a 3 dias e depois abandonam-na, transformando-se em macrófagos e 
migrando para os vários tecidos (1). Os monócitos complementam a função de defesa 
contra agentes invasores dos neutrófilos (3). 
 
Figura 5: Monócito [adaptado de (3)]. 
2.1.3.3 Eosinófilos 
Os eosinófilos têm uma dimensão de 11 a 14 μm e representam 3% dos leucócitos. 
Têm um núcleo bilobado e um citoplasma composto por grânulos de grande dimensão 
(Figura 6) (1, 3). Nos grânulos dos eosinófilos destacam-se quatro proteínas: a 
peroxidase eosinofílica, a proteína básica principal, a proteína catiónica eosinofílica e 
neurotoxina derivada de eosinófilos. Os grânulos também armazenam diversas 






Figura 6: Eosinófilo [adaptado de (3)]. 
Os eosinófilos são conhecidos como sendo importantes mediadores de reações 
alérgicas (hipersensibilidade) e desempenham um papel fundamental na destruição de 
vários parasitas (3). Apesar da maioria dos parasitas serem demasiadamente grandes 
para serem fagocitados por qualquer célula fagocitária, os eosinófilos têm a 
capacidade de se ligar aos parasitas através de moléculas de superfície específicas e 
libertarem substâncias capazes de eliminar ainda mais parasitas, como espécies 
reactivas de oxigénio (ROS), enzimas hidrolíticas e proteína básica principal (2).  
Em algumas parasitoses e em doenças alérgicas o número de eosinófilos no 
sangue aumenta (eosinofilia). A eosinofilia está associada a algumas anomalias, 
incluindo alergias, reações medicamentosas, infeções por helmintes, síndrome de 
Churg-Strauss, algumas neoplasias, distúrbios metabólicos, distúrbios gastrointestinais 
eosinofílicos e síndrome de hipereosinofilia (10). 
2.1.3.4 Basófilos 
Os basófilos são os menos comuns dos leucócitos no sangue periférico (0,5 a 1%) 
e têm entre 10 a 12 μm de diâmetro. Têm um núcleo bilobular e o citoplasma é rico em 
grânulos que coram de azul-escuro, como mostrado na Figura 7Figura. Os grânulos 
são geralmente tão grandes e numerosos que obscurecem o contorno do núcleo (1-3).  
 





Os basófilos normalmente circulam na corrente sanguínea e, em certas condições 
patológicas, tais como doenças alérgicas e infeções por parasitas, são recrutados para 
os tecidos periféricos, embora em pequenas quantidades (11).  
Os basófilos podem ser ativados por uma série de sinais incluindo os mediados por 
anticorpos [imunoglobulinas (Ig) E, IgG e IgD)], citocinas [interleucina (IL) 3 (IL-3), IL-
18 e IL-33), proteases, ligandos e fatores do complemento (12). Uma vez ativados são 
capazes de produzir uma série de fatores excretados como as citocinas IL-4, IL-13, IL-
6, fator de necrose tumoral α (TNF-α) e linfopoetina estromal tímica (TSLP). Além 
disso, libertam mediadores pré-formados, armazenados nos seus grânulos como a 
histamina, leucotrieno C4 (LTC4), péptidos antimicrobianos e fatores quimiotáticos que 
recrutam células imunitárias (12). Subsequentemente, estas células regulam as 
respostas alérgicas e imunológicas do organismo (11). 
Os basófilos existem num número muito reduzido nosso organismo porque, como 
respondem a vários estímulos e libertam modeladores imunológicos, um número 
elevado destas células pode provocar distúrbios homeostáticos no sistema imunitário e 
levar a uma anafilaxia sistémica (11).  
2.1.3.5 Neutrófilos 
No final do séc. XIX, Paul Ehrlich, descobriu os neutrófilos, quando as técnicas de 
fixação e coloração celulares tornaram possível a identificação dos núcleos lobados e 
a presença dos grânulos citoplasmáticos, característicos destas células. A coloração 
de tais grânulos a partir de corantes neutros conferiu a estes leucócitos a 
denominação de “neutrófilos” (13). 
Nos seres humanos, os neutrófilos constituem a primeira linha de defesa contra 
uma grande diversidade de ameaças incluindo bactérias (14), vírus (15), protozoários 
(16) e fungos (17).  
 
2.1.3.5.1 Morfologia  
Os neutrófilos, também denominados por polimorfonucleares têm um diâmetro de 
cerca de 7-10 μm e um núcleo segmentado (18) com 3 a 5 lóbulos ligados por finas 
pontes de heterocromatina (3). 
O citoplasma dos neutrófilos apresenta três tipos de granulações: os grânulos 
primários ou azurófilos (lisossomas), os grânulos secundários e os grânulos terciários 





contêm grandes quantidades de mieloperoxidase (MPO), enzima responsável pela 
produção de ácido hipocloroso (HOCl), uma ROS com grande poder antimicrobiano. 
Os grânulos secundários ou específicos não contêm MPO, mas contêm a sua própria 
seleção de proteínas antimicrobianas, incluindo a lactoferrina. Esta proteína afeta 
direta ou indiretamente as bactérias através da remoção de ferro do meio (elemento 
essencial ao crescimento das bactérias). Os grânulos terciários contêm a enzima 
elastase, envolvida na degradação de material estranho proveniente da fagocitose (19, 
20). Além dos grânulos e vesículas, os neutrófilos contêm um elevado número de 
mitocôndrias, alguns retículos endoplasmáticos e reservas de glicogénio, que lhes 
fornecem energia necessária aos seus movimentos (19). 
 
2.1.3.5.2 Ciclo de vida 
Os neutrófilos são formados no interior da medula óssea durante a hematopoiese, a 
partir de células hematopoiéticas pluripotentes que se diferenciam em mieloblastos, 
uma célula em desenvolvimento responsável pela formação de granulócitos (1, 13, 
21). O processo de granulopoiese (maturação dos granulócitos) demora cerca de 5-6 
dias (3) e são gerados neutrófilos a uma taxa de 1011 por dia, o que pode aumentar 
para 1012 por dia durante uma infeção. Cerca de 55% a 60% da produção da medula 
óssea diz respeito à formação de neutrófilos (22). Se estas células não forem 
implicadas no processo inflamatório, têm um tempo de vida na circulação 
extremamente curto, de cerca de 6 a 10 horas, entrando em apoptose espontânea, 
permitindo assim, a manutenção de um balanço homeostático destas células. Este 
equilíbrio é importante porque, embora eficazes na sua capacidade destrutiva, a sua 
atividade excessiva também pode ser perigosa para as células do hospedeiro. A 
apoptose é uma forma de morte celular programada dependente da energia, tendo um 
nítido contraste com a necrose onde ocorre uma morte celular descontrolada e não-
programada, associada à rutura da membrana celular e ao derrame do conteúdo 
intracelular (23). A exposição de fosfatidilserina (PS) na superfície extracelular dos 
neutrófilos leva ao seu reconhecimento por fagócitos (24), que assim podem cessar a 
resposta inflamatória sem libertar moléculas citotóxicas que prejudicariam tecidos do 
hospedeiro (25). Os neutrófilos em apoptose inicial podem entrar em apoptose tardia 
ou em necrose secundária, quando a membrana plasmática se torna permeável (24). 
Durante o processo apoptótico ocorre uma cascata de eventos que se podem dividir 
em duas vias diferentes mas convergentes: a via intrínseca e a via extrínseca. A via de 





alterações no transporte de eletrões e perda de potencial da membrana mitocondrial. 
Esta perda de potencial da membrana permite a libertação de ativadores das 
caspases como o citocromo c (26). A via extrínseca ou dos recetores de morte 
provoca a morte celular após a ligação dos recetores de morte da superfície celular 
como o TNF-α e o ligando Fas (Fas L) (26, 27). 
Os neutrófilos contêm caspases, que são proteases que utilizam um resíduo de 
cisteína como o nucleófilo catalítico e partilham especificidade para clivar os seus 
substratos a seguir aos resíduos de ácido aspártico (28). Existem dois tipos de 
caspases. Caspases iniciadoras (por exemplo, caspases -8, -9 e -10), que são 
ativadas através das vias de sinalização da apoptose e ativam as caspases 
executoras (por exemplo, caspases -3, -6 e -7), que numa cascata culminam em 
apoptose (23). A apoptose é um processo com características bem definidas, incluindo 
contração celular, vacuolização, condensação nuclear, fragmentação do DNA, 
reorganização da membrana do plasma, sendo que a integridade da membrana 
plasmática permanece (Figura 8) (23).  
 
Figura 8: Imagem por microscopia ótica composta MOC. (ampliação 1000x) de neutrófilos humanos: 
(a) isolados recentes (b) isolados após cultura de 24 horas (h). Estão representados neutrófilos com 
morfologia apóptotica (seta preta) e neutrófilos viáveis (seta branca). Em (c) e (d) as imagens são de 





Outro tipo de morte celular dos neutrófilos é a necrose. Note-se que numa fase 
inicial, os neutrófilos podem sofrer oncose culminando em necrose devido à exposição 
a bactérias ou outras toxinas. Os granulócitos apoptóticos podem sofrer necrose 
secundária, caso não sejam eliminados por macrófagos em tempo devido (29). 
A necrose também apresenta diversas características que, quando consideradas no 
total, podem delinear uma sequência de eventos intracelulares específicos para a 
morte celular. Tal sequência inclui os primeiros sinais de disfunção mitocondrial; ou 
seja, a produção de ROS pela mitocôndria e dilatação das mitocôndrias; depleção de 
trifosfato de adenosina (ATP); falha da homeostase do Ca2+; agrupamento perinuclear 
de organelos; ativação de algumas proteases, em particular calpaínas e catepsinas; 
rutura lisossomal que leva a acidificação do citoplasma; e, finalmente, rutura da 
membrana plasmática (Figura 9) (30, 31). A necrose em granulócitos é considerada 
altamente prejudicial para a resolução da inflamação, devido à libertação dos seus 
conteúdos tóxicos para o ambiente, causando mais danos e perpetuando a resposta 
inflamatória. Além disso, a necrose de granulócitos permite aos patogénicos 
escaparem da fagocitose pelos neutrófilos (29). 
 
Figura 1: Alterações morfológicas em neutrófilos necróticos. O núcleo lobulado (seta) (a) funde-se e 
torna-se redondo e compacto (b). As células necróticas em fase terminal apresentam a membrana 
celular comprometida (c) [adaptado de (32)]. 
2.1.3.5.3 Função  
A principal função dos neutrófilos é reconhecer, fagocitar e eliminar agentes 
patogénicos (13). Nos seres humanos, os neutrófilos constituem a primeira linha de 
defesa contra uma grande diversidade de ameaças incluindo bactérias (14), vírus (15), 
protozoários (16) e fungos (17) e atuam em consonância com os linfócitos e 
macrófagos (19).  





Estas células, quando expostas a vários tipos de estímulos ficam ativadas e deixam 
a circulação aderindo às células endoteliais. Por rolamento, marginação e diapedese 
passam dos capilares sanguíneos para o tecido conjuntivo (Figura 2). Uma vez no 
tecido de sustentação, os neutrófilos chegam até ao local afetado por quimiotaxia. A 
quimiotaxia é um processo unidirecional, mediado por estímulos químicos, que 
provoca o movimento das células para um determinado local (3). Ao encontrar a 
partícula ou microrganismo invasor, ocorre um processo denominado fagocitose, no 
qual, os neutrófilos fazem o reconhecimento, através da interação entre recetores 
específicos na membrana dos neutrófilos com ligandos presentes na superfície do 
agente invasor e em seguida, emitem pseudópodes que se fundem em torno do 
invasor, formando o fagossoma (2, 13, 33). 
 
Figura 2: Imagem representativa de neutrófilos em diapedese [adaptado de (34)]. 
No interior da célula, ocorre a fusão do fagossoma com grânulos citoplasmáticos, 
formando-se o fagolisossoma. Dentro deste ocorrem vários processos no sentido de 
eliminar o agente agressor (13, 33, 35, 36), nomeadamente, a libertação de peptídeos 
antimicrobianos pela desgranulação, acidificação do meio, criando-se um ambiente 
hostil que impede o crescimento microbiológico, ocorre também a produção de ROS e 
espécies reativas de azoto (RNS) (Figura 11) (37). 
Em condições fisiológicas as ROS e RNS são geradas de forma basal, verificando-
se um aumento da sua produção em vários processos de agressão ao organismo, 
nomeadamente em processos inflamatórios, envolvendo além dos neutrófilos, 
macrófagos e eosinófilos (38). Estas espécies são de extrema importância no combate 
a agentes invasores (38). No entanto, o seu excesso está associado ao denominado 
stresse oxidativo, que se pode definir como um desequilíbrio entre espécies pró-
oxidantes e antioxidantes a favor das primeiras, num sistema biológico (39). Os alvos 
maioritários do stresse oxidativo a nível celular são a membrana celular (inativação de 
enzimas e alterações do transporte transmembranar), o citoplasma e os seus 
constituintes (proteínas e lípidos) e, fundamentalmente, o DNA do núcleo das células 





envelhecimento são exemplos representativos de consequências que decorrem do 















Figura 11: Esquema representativo da produção de ROS e RNS pelos neutrófilos durante a 
fagocitose [adaptado de(25)]. 
A produção de espécies reactivas nos neutrófilos inicia-se após ativação da enzima 
nicotinamida adenina dinucleótido fosfato (NADPH) oxidase. Esta enzima é bastante 
complexa sendo constituída por várias subunidades, algumas das quais presentes no 
citoplasma, as quais, após ativação, ligam-se aos componentes da membrana 
plasmática. Esta associação resulta num complexo ativo que oxida o NADPH no lado 
citoplasmático da membrana, reduzindo o O2 no espaço extracelular e originando o 
anião radical superóxido (O2
-) (Equação 1) (40).   
Equação 1: NADPH + 2O2                   NADP
+ + 2 O2
-  + 2H+ 
 
O2              2O2
-   
NADPH 






























A produção de O2
- por este sistema enzimático funciona como percursor de muitas 
outras espécies reativas essenciais no processo de defesa contra agentes agressores 
(41). O O2
-, por sua vez, é convertido em peróxido de hidrogénio (H2O2) 
espontaneamente ou pela ação da enzima superóxido dismutase (SOD) (presente nos 
microrganismos fagocitados), segundo a Equação 2 (41, 42). O superóxido também 
pode ser convertido em oxigénio singuleto (1O2), segundo a Equação 3 (42). 
Equação 2: 2 O2
- + 2H+                   O2 + H2O2 
Equação 3: H2O2 + OCl
-  Cl-                  1O2 + H2O + Cl
-   
O H2O2 é o substrato da enzima MPO, presente nos grânulos primários dos 
neutrófilos. Esta enzima, na presença de iões cloreto, catalisa a conversão do H2O2 
(Equação 4) numa espécie mais reativa, o HOCl que é simultaneamente oxidante e 
clorante, sendo mais tóxico que o O2
- (42). 
Equação 4: Cl- + H2O2                    OCl
- + H2O  
Outra espécie radical resultante do H2O2 é o radical hidroxilo (HO
). Este radical 
reage com quase todas as biomoléculas conhecidas e resulta da reação do Fe (II) com 
o H2O2 de acordo com o ciclo de Haber-Weiss (Equação 5 e 6), em que a reação de 
Fenton representa um importante papel. 
Equação 5: O2
- + Fe (III)                      Fe (II) + O2 
Equação 6: H2O2 + Fe (II)                    Fe (III) + HO
 + HO- 
Outros radicais que se podem formar a partir do oxigénio são os radicais 
peroxinitrilo (ROO), dos quais, o mais comum é o radical hidroperoxilo (HOO)(42). 
Os neutrófilos também podem produzir RNS, como o óxido nítrico (NO) (Equação 
7) cuja produção depende da atividade da enzima óxido nítrico sintetase (NOS) (42).  
Equação 7: L-arginina                    NO + L-citrulina    
A forma NOS indutível (iNOS) é produzida por neutrófilos estimulados e assim que 
a expressão de iNOS aumenta, o NO é continuamente produzido por longos períodos 
(42). O NO é muto instável e na presença de O2 pode dar origem a outras espécies 





destas estas espécies, o NO ao reagir com o O2
-, origina uma espécie muito 
citotóxica, o anião peroxinitrito (ONOO-) (Equação 10). 
Equação 8: 2NO + O2                     2
NO2 
Equação 9: 2NO + 2NO2                   2N2O3 
Equação 10: NO + O2
-                   ONOO-     
Para a eliminação de agentes invasores, além da produção de espécies reativas, os 
neutrófilos podem libertar proteínas granulares e cromatina que formam armadilhas 
extracelulares de neutrófilos (NETs), que degradam fatores de virulência e ligam-se 
matando as bactérias num microambiente contido (13, 36, 43).  
2.2 Nanopartículas de prata 
A nanotecnologia é uma ciência que estuda materiais em nano-escala (escala 
atómica), ou seja, estruturas menores do que 100 nm (44, 45). Tal como se pode 
verificar na Figura 12, uma célula chega a ser mil vezes maior em volume e tamanho, 
em comparação com uma nanopartícula (NP) de 10 nm (44).  
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Figura 12: Comparação de tamanho entre proteínas e pequenas moléculas, NPs de 10 nm e uma 





As NPs têm propriedades físicas e químicas singulares que resultam da elevada 
quantidade de átomos presentes na superfície e da sua elevada relação área/volume 
(46, 47). 
A nanotecnologia é uma ciência multidisciplinar e tem sido utilizada em aplicações 
tão diversas como cosmética, têxteis, eletrónica, ótica, agricultura, matérias para 
engenharia (48, 49).  
As nanopartículas de prata (AgNPs) são as NPs mais utilizadas devido às suas 
inúmeras aplicações (50-52) e por isso serão o foco de incidência desta dissertação. A 
base de dados do centro Woodrow Wilson dos Estados Unidos, apesar de não ser 
muito exaustiva, listou 1015 produtos no mercado contendo NPs, dos quais, 250 são 
constituídos por AgNPs (Tabela 1) (53). Estes dados revelam a elevada utilização 
destas NPs pela população em geral. As AgNPs possuem propriedades físico-
químicas muito características, incluindo a sua flexibilidade, maleabilidade e uma 
condutividade térmica e elétrica elevada em relação a qualquer outro metal (54). 
Caracterizam-se pela sua estabilidade química, atividade catalítica e um 
comportamento ótico não linear. Estas propriedades conferem um imenso potencial 
em tintas, microeletrónica e imagiologia médica. No entanto, é o largo espectro de 
atividade antimicrobiana da prata e o custo relativamente baixo de obtenção de AgNPs 
que as torna extremamente populares numa vasta gama de produtos de consumo 
incluindo plásticos, sabonetes, adesivos, metais e têxteis (53). 
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O facto de a prata ser um metal amplamente utilizado há milhares de anos na 





Hipócrates proclamou as propriedades medicinais da prata, nomeadamente o facto de 
poder curar enfermidades múltiplas. Durante séculos, as diferentes formas de prata 
foram utilizadas no tratamento de queimaduras e feridas (55).  
Contudo, descobriu-se que a pigmentação irreversível da pele e/ou dos olhos – 
argíria (Figura 13), podia desenvolver-se devido à exposição prolongada à prata ou a 
compostos constituídos por prata. Devido a este problema e juntamente com a 
introdução da penicilina na década de 1940, o uso da prata diminuiu drasticamente 
(55, 56).  
 
Figura 13: Pigmentação azul acinzentada característica da argíria (57). 
Mais tarde, a resistência dos microrganismos aos diferentes antibióticos e o 
desenvolvimento de métodos de síntese de AgNPs mais simples revitalizou o 
interesse neste valioso agente antimicrobiano. A prata possui atividade biocida contra 
mais de 650 organismos patogénicos (bactérias, fungos e vírus) (56) e o avanço da 
ciência moderna e da nanotecnologia ajudou a renovar a sua importância. As 
aplicações das AgNPs continuam a ser amplamente estudadas, devido às suas 
notáveis características antimicrobianas (54), que estão associadas com a oxidação e 
libertação lenta de iões prata (Ag+) para o ambiente, tornando-as num agente biocida 
ideal.  
2.2.1 Síntese, revestimento e caracterização  
A nanotecnologia e a química de síntese moderna têm sido utilizadas para 
desenvolver métodos de síntese no sentido de melhorar o desempenho das NPs. O 
desafio para os investigadores é desenvolver um processo de síntese de NPs em que 
se obtenha um melhor controlo sobre o tamanho, distribuição, morfologia, pureza, 
quantidade e qualidade das NPs, utilizando processos económicos e que não sejam 





A redução química é o método mais frequentemente utilizado para a síntese de 
AgNPs. Baseia-se num processo de redução que se divide em dois passos, permitindo 
um melhor controlo do tamanho das NPs. Nesta técnica, um agente redutor forte é 
utilizado para produzir partículas pequenas de prata, as quais são ampliadas num 
passo secundário por redução com um agente redutor mais fraco (59, 60). São usados 
como redutores o hidreto de boro, o citrato e o ácido ascórbico (53). A síntese de NPs 
por métodos de redução química é realizada na presença de agentes estabilizadores, 
tais como o dodecil sulfato de sódio (SDS), a polivinilpirrolidona (PVP) e o citrato tri-
sódico, a fim de evitar a aglomeração da solução coloidal de AgNPs, que pode resultar 
na alteração das suas propriedades iniciais (61, 62). 
Embora as NPs possuam excelentes propriedades físicas e químicas, não possuem 
propriedades de superfície adequadas para certas aplicações (63). Para evitar a 
agregação e a aglomeração das NPs, são utilizados agentes estabilizadores, dos 
quais se destacam compostos com grupos tiol, conjuntos de polímeros ou estruturas 
dendríticas e o encapsulamento em microemulsões (64). Estes agentes 
estabilizadores não só protegem as NPs da precipitação, mas também desempenham 
um papel crítico no tamanho, distribuição, morfologia e biocompatibilidade das 
mesmas. A PVP é considerada uma excelente estabilizadora polimérica para as 
AgNPs. No caso de partículas com diâmetros inferiores a 50 nm, o azoto em PVP 
coordena as ligações com a prata de forma a criar uma camada de proteção. Outros 
polímeros foram investigados como moléculas estabilizadoras de AgNPs que incluem 
poliacrilatos, polietilenoglicol (PEG), álcool polivinílico, poliacrilonitrilo, poliacrilamida 
(64), carbono em espuma, albumina sérica bovina (BSA) e sulfonato de sódio-2-
mercaptoetano (MES) (47). Os revestimentos biológicos também constituem uma 
opção e podem incluir anticorpos, biopolímeros, tais como o colagénio, ou 
monocamadas de pequenas moléculas (65). As biomoléculas promovem a 
biocompatibilidade das AgNPs (Figura 14), facilitando a sua utilização como 
biossensores, em imagiologia e tratamentos de hipertermia (66). Uma enorme 
variedade de moléculas orgânicas de diferentes composições, tamanho e 
complexidade estão disponíveis na natureza e proporcionam a estrutura e 
funcionalização para os vários processos biológicos (63).  
A caracterização das NPs é importante para se compreender e controlar não só o 
processo de síntese bem como, as suas aplicações. As comparações entre os estudos 
e as generalizações que permitem o uso posterior de dados são difíceis de concretizar 







Figura 14: Biofuncionalização de AgNPs [adaptado de (63)]. 
O primeiro passo para a caracterização é determinar se as AgNPs foram realmente 
sintetizadas. A análise do tamanho, forma e quantidade também é importante. Para a 
determinação destes parâmetros utilizam-se variadas técnicas, incluindo a microscopia 
de força atómica (AFM), microscopia eletrónica de varrimento e microscopia eletrónica 
de transmissão (TEM), espectroscopia de absorção e dispersão dinâmica de luz (DLS) 
(67). 
A morfologia e o tamanho das partículas podem ser determinados por TEM, 
microscopia eletrónica de varriamento e AFM. A técnica de DLS é mais utilizada para 
a determinação da distribuição das NPs (67).  
A TEM proporciona o acesso não só ao tamanho e morfologia das NPs, mas 
também ao seu estado de agregação, constituindo por isso uma técnica muito utilizada 
na caracterização de NPs. No entanto, para uma melhor caracterização terá de ser 
utilizada juntamente com outras técnicas pois o processamento da amostra exigido 
para TEM pode alterar as propriedades de superfície das NPs (68). 
 A técnica de espectroscopia de UV-Vis é amplamente utilizada para a 
caracterização de AgNPs já que para além de dar informação acerca do tamanho 
médio das NPs e dispersão é um método de baixo custo e de fácil manuseamento 
(68). 
Um outro fator importante na caracterização das AgNPs é a sua estabilidade. O 
potencial zeta é utilizado para caracterizar a propriedade de carga da superfície das 
NPs, que reflete o potencial elétrico das partículas e é afetado pela composição da 
superfície das mesmas, a presença ou ausência de compostos adsorvidos e a 
composição da solução de dispersão, principalmente a força iónica e o pH. NPs com 
um potencial zeta acima de (+/-) 30 mV demonstraram ser estáveis pois a carga da 





2.2.2 Aplicações  
As AgNPs, devido às suas propriedades específicas, têm inúmeras aplicações, 
sendo as mais populares as antimicrobianas. 
AgNPs como antibacterianos, antifúngicos e antivirais 
O espectro antibacteriano das AgNPs é mais amplo do que o dos antibióticos 
comuns. Como tal, as AgNPs representam uma nova geração de antimicrobianos, 
capazes de destruir bactérias Gram-positivas e Gram-negativas (50) (Figura 15).  
 
Figura 15: Controlo (A) e efeito antibacteriano (B) (E. coli) das AgNPs ao fim de 24h [adaptado de (61)]. 
As AgNPs são também capazes de inibir a formação de biofilmes nas superfícies 
revestidas com as mesmas (70) e têm baixa propensão para induzir resistência 
microbiana. Assim sendo, têm sido aplicadas numa vasta gama de produtos 
antimicrobianos para prevenção de infeções, como pensos para queimaduras e feridas 
traumáticas, revestimento de cateteres, trabalhos odontológicos, próteses e 
dispositivos médicos (51). Devido às suas propriedades antimicrobianas, as AgNPs 
também podem ser incorporadas em máquinas de lavar roupa e filtros para purificação 
de água de consumo e água de piscinas (71). Além disso, esta propriedade incentiva a 
indústria têxtil a usar AgNPs em diferentes tipos de tecidos (54). São inclusivamente já 
utilizadas em meias para eliminar as bactérias associadas aos maus odores dos pés. 
Também podem ser usadas na indústria alimentar (71). 
O mecanismo de ação da atividade antimicrobiana das AgNPs não está bem 
definido, mas é amplamente aceite que possa ser mediado pela oxidação parcial das 
AgNPs e libertação de Ag+. Por sua vez, os Ag+ podem interagir com o peptidoglicano 
da parede celular e a membrana plasmática, causando lise celular; com o DNA 
bacteriano (citoplasmático), impedindo a replicação do DNA; e com proteínas 
bacterianas, interrompendo a síntese proteica (Figura 16). As AgNPs também podem 
danificar as bactérias diretamente por penetração na parede celular e membrana 






Figura 16: Mecanismos da atividade antibacteriana de iões de prata [adaptado de (61)]. 
As AgNPs também apresentam considerável atividade antifúngica contra géneros 
como Aspergillus (72), Candida (73) e Fusarium (74). Além disso, as AgNPs são 
eficazes contra as leveduras isoladas de mastites bovinas (75) e também contra vários 
fungos fitopatogénicos (76). Os resultados de um estudo de Kim e colaboradores 
sugerem que a atividade antifúngica das AgNPs passa pela alteração da estrutura da 
membrana celular do fungo e consequente inibição do processo de gemulação normal 
(77). 
As AgNPs também se têm mostrado ativas contra vários tipos de vírus, incluindo o 
vírus da imunodeficiência humana do tipo 1 (HIV-1) (78, 79), vírus H1N1 Influenza A 
(80) , vírus da hepatite B (HBV) (81) e vírus Herpes simplex (HSV) (82). Uma vez que 
as AgNPs podem atacar uma vasta gama de alvos no vírus, existe uma menor 
possibilidade de desenvolver resistência, em comparação com antivirais 
convencionais. Para além da interação direta com as glicoproteínas da superfície viral, 
as NPs metálicas podem ter acesso ao interior da célula e exercer a sua atividade 
antiviral através de interações com o genoma viral [DNA ou ácido ribonucleico (RNA)]. 
Além disso, o compartimento intracelular de uma célula infetada com um vírus está 
sobrelotado de fatores celulares que são necessários para permitir a replicação viral e 





fatores, que são a chave para uma replicação viral eficiente, pode também representar 
um novo mecanismo de ação (Figura 17) (47). 
 
Figura 17: Modelo esquemático da infeção de uma célula eucariótica por um vírus e o mecanismo de 
ação antiviral das NPs metálicas [adaptado de (47)]. 
AgNPs como anti-inflamatórios 
A cicatrização ocorre após uma sequência de eventos, incluindo a coagulação, 
inflamação, proliferação e remodelação da matriz e do tecido. A resposta inflamatória 
durante o processo de cicatrização induz a produção de mediadores que promovem o 
processo de cura (83). Embora as citocinas sejam cruciais na iniciação, manutenção e 
regulação da resposta pós-lesão, estas mesmas moléculas têm sido implicadas na 
cura deficiente de feridas, formação de cicatriz anormal e resposta inflamatória 
descontrolada (83). 
Pela análise bibliográfica, Tian e seus colaborados sugerem que a inflamação pode 
ser prejudicial para o processo de cicatrização (83).  
Estes autores analisaram a ativação de algumas citocinas envolvidas no processo 
de cicatrização de queimaduras, num modelo de rato, durante 30 dias após a lesão. 
As diferenças entre os níveis de citoquinas pró-inflamatórias IL-6, fator β1 de 
transformação do crescimento (TGF-β1) e fator de crescimento endotelial vascular 
(VEGF)] analisadas no local da ferida e a nível sistémico e as anti-inflamatórias IL-10 e 





citocinas de uma forma dependente da dose, diminuindo assim a inflamação e 
diminuindo também a cicatriz (83).  
A atividade anti-inflamatória de um creme tópico com AgNPs também foi avaliada 
num modelo murino de dermatite de contacto alérgica. Os investigadores verificaram 
que o creme com AgNPs era o que reduzia visivelmente o eritema, de uma forma 
dependente da concentração, quando comparado com esteroides e 
imunossupressores. Também foi verificada a inibição da expressão das citoquinas pró-
inflamatórias TNF-α e de IL-12 e a indução da apoptose em células envolvidas no 
processo inflamatório (84). 
Num estudo com um modelo suíno de dermatite de contacto, induziu-se inflamação 
e recorreu-se seguidamente a um tratamento diário com pensos de AgNPs. Verificou-
se, após análise do eritema, edema e dados histológicos que os suínos tratados com 
as AgNPs tinham a pele com características próximas das normais após 72h, 
enquanto os outros grupos de tratamento permaneceram com inflamação (Figura 18). 
A diminuição da inflamação no grupo tratado com AgNPs foi associada ao aumento da 
apoptose de células inflamatórias, a uma diminuição da expressão de citoquinas pró-
inflamatórias e uma diminuição da atividade da gelatinase (85). 
Considerados em conjunto, estes resultados sugerem que as AgNPs podem estar 
envolvidas na alteração ou supressão de eventos inflamatórios nas fases iniciais da 
cicatrização de feridas, bem como a utilização de AgNPs podem ser clinicamente 
aplicável a outras doenças (86), como as infeções por Chlamydia trachomatis. Yilma e 
colaboradores sugerem que as AgNPs podem ser aplicadas no tratamento da 
clamídia, pois uma característica da infeção é a indução de respostas inflamatórias 
severas, as quais desempenham papéis críticos na sua patogénese. Os autores 
verificaram a regulação de vários mediadores inflamatórios e sugerem que o efeito 
anti-inflamatório das AgNPs não é generalizado, mas sim altamente seletivo, 
dependendo assim do tipo de patogénico ou das células expostas (87). Pela análise 
bibliográfica, existem vários estudos que evidenciam a capacidade das AgNPs 
modularem a expressão das citoquinas de uma forma dependente da dose, diminuindo 
assim a inflamação e a aparência da cicatriz. Tian e colaborados sugerem que a 
inflamação pode ser prejudicial para o processo de cicatrização da ferida, por isso 
analisaram a ativação de algumas citoquinas envolvidas no processo de cicatrização 
de queimaduras, num modelo de rato, durante 30 dias após a lesão onde confirmaram 
que as AgNPs podem modular a expressão das citoquinas de uma forma dependente 






Figura 18: Imagens representativas da evolução da cicatrização dos grupos de tratamento. A- Dia 0, 
B- Dia 3 com solução salina, C- Dia 3 com nitrato de prata, D- Dia 3 com AgNPs [adaptado de (85)]. 
Apesar de vários estudos relatarem que as AgNPs poderem induzir a inflamação, a 
interação direta entre AgNPs e neutrófilos que são os intervenientes mais importantes 
na inflamação, está mal documentada. No entanto, observou-se que AgNPs causam 
dano mitocondrial, resultando em indução de apoptose e morte de macrófagos (88). 
Um estudo de Poirier e colaboradores demonstrou que AgNPs de 20 nm aumentaram 
o tamanho das células de neutrófilos humanos recentemente isolados e rapidamente 
interagiram com a membrana celular e penetraram no interior das células, induziram a 
apoptose celular e inibem a síntese de novo de proteínas apenas quando presentes 
como grandes agregados (> 500 nm) (89). 
AgNPs como antitumorais 
O cancro é uma das doenças do século XXI, e constitui um desafio terapêutico para 
os investigadores e médicos.  
Um dos fatores chave para o crescimento e disseminação das células tumorais é a 
angiogénese, que é o processo de formação de novos vasos sanguíneos e capilares a 
partir de pré-existentes. Os vasos sanguíneos fornecem oxigénio e outros nutrientes 
para as células tumorais, permitindo-lhes crescer, migrar e metastizar para diferentes 
órgãos. A angiogénese tumoral é predominantemente provocada por mitogénios 
específicos endoteliais, tais como o VEGF, fator de crescimento básico de fibroblastos 
(bFGF), fator de crescimento derivado das plaquetas (PDGF) e fator β de 
transformação do crescimento (TGF-β). Existem inúmeras moléculas anti-
angiogénicas em diferentes fases de ensaios clínicos, muitas delas foram aprovadas 
como terapêuticas do cancro. Infelizmente, alguns destes agentes demonstraram 
sinais de toxicidade (90). 
Pesquisas focadas no uso anti-angiogénico das AgNPs revelaram que poderiam 
atuar como moléculas anti-angiogénicas potentes. As AgNPs foram capazes de 
bloquear completamente a permeabilidade de células endoteliais da retina de suíno 





em ratinhos, que as AgNPs podem inibir a proliferação celular, a migração e a 
formação de novos microvasos, induzidos por VEGF (92). 
AgNPs como regeneradoras 
No campo da medicina regenerativa, nomeadamente na reparação de pele e do 
tecido ósseo utilizando nanomateriais, foram realizados trabalhos de investigação 
intensiva para tentar acelerar a cicatrização de feridas e a recuperação da função 
mecânica (93). 
Em 1998 foram introduzidos no mercado pensos com AgNPs. Estudos in vivo e in 
vitro demonstraram que estes pensos melhoram a cicatrização de feridas, devido à 
sua potente atividade antimicrobiana e anti-inflamatória (50). 
Por exemplo, Wright e colaboradores, em 2002, examinaram os primeiros eventos 
da cura e a eficácia de pensos com AgNPs em relação aos níveis de 
metaloproteinases da matriz e a cicatrização num modelo suíno de feridas 
contaminadas. Verificaram que o produto com AgNPs promovia a cicatrização rápida 
nos primeiros dias após a lesão e o ambiente proteolítico nas feridas tratadas com as 
AgNPs foi modificado pela redução dos níveis de metaloproteinases da matriz. Em 
úlceras crónicas, os níveis de metaloproteinases da matriz demonstraram ser pró-
inflamatórias e em níveis anormalmente elevados em comparação com feridas 
agudas. Isto pode contribuir para a natureza não-cicatrizante dessas feridas. Os 
pensos com AgNPs facilitam a fase precoce da cicatrização de feridas (94). 
Idealmente, a pele reparada deve ser idêntica à pele normal a nível estético e a 
nível funcional, o que requer que na pele reparada não sejam só restauradas as suas 
estruturas anatómicas normais, mas que atinja um nível aceitável funcionalmente (95).  
Estudos in vitro e in vivo revelaram que as AgNPs podem promover a proliferação 
de queratinócitos no processo de reepitelização e também conduzem a diferenciação 
dos fibroblastos em miofibroblastos para a diminuição da ferida (Figura 19) (96).  
 
Figura 19: Coloração imunocitoquímica de miofibroblastos diferenciados de fibroblastos embrionários 





Um estudo adicional demonstrou que a função mecânica da pele tratada com 
AgNPs tinha melhores propriedades elásticas, deposição de colagénio, assim como o 
alinhamento das fibrilas de colagénio com uma estreita semelhança com a pele normal 
(95). Com base nestes resultados, o grupo concluiu que as AgNPs eram 
predominantemente responsáveis pela regulação e deposição de colagénio e a sua 
utilização pode trazer mais-valias no processo de cicatrização de feridas (95).  
AgNPs como catalisadores 
Sabe-se que o aumento da proporção dos átomos da superfície aliado à diminuição 
do tamanho das partículas torna as pequenas partículas de metal altamente reativas 
(97). 
A catálise é uma área chave no desenvolvimento de produtos químicos e a 
utilização de NPs como catalisadores tem atraído imensa atenção nos últimos anos, 
pois estes catalisadores podem ser seletivos, eficientes e recicláveis, preenchendo os 
requisitos de uma catálise verde (98). Por esse motivo, o desenvolvimento de novos 
métodos de síntese de NPs e a sua aplicação catalítica em novas reações é um 
campo de pesquisa amplo. 
Estudos recentes mostraram que as AgNPs catalisam eficazmente algumas 
reações redox como a oxidação do monóxido de carbono (99), a oxidação do estireno 
para epóxidos e aldeídos (100, 101), a oxidação do ciclo-hexano a ciclo-hexanol (102), 
a redução do ρ-nitrofenol a ρ-aminofenol (103), a redução do mercúrio (II) a mercúrio 
elementar na presença de peróxido de hidrogénio)(104) e a oxidação do etanol (105). 
Na revisão de Sinbutin é referido que, um campo inexplorado para os catalisadores 
de prata pode ser a remoção de poluentes em águas residuais ou no ar (97). Sendo a 
redução do ρ-nitrofenol a ρ-aminofenol (103) importante neste campo, pois a presença 
de compostos fenólicos em águas residuais pode ser preocupante devido à sua 
toxicidade (106). Já o ρ-aminofenol é um importante intermediário na síntese de 
medicamentos e tem outras aplicações como revelador de fotografias, inibição da 
corrosão de pinturas, aditivo em combustíveis e na síntese de corantes (107, 108). 
2.2.3 Toxicidade 
Nanotoxicologia 
A nanotoxicologia, como o nome indica, estuda a toxicidade dos nanomaterias, e 
em que medida a sua utilização pode representar uma ameaça para o meio ambiente 





aparecimento da nanotecnologia, quando vários nanomateriais já haviam sido 
introduzidos no mercado (110).  
A produção de NPs em grande escala e a eliminação inadequada de resíduos pode 
levar à sua acumulação na natureza e consequentemente elevar a exposição humana. 
Para aumentar a complexidade deste problema, a maioria dos nanomateriais 
metálicos parecem não ser biodegradáveis e permanecer na natureza e nos tecidos 
durante anos. A fim de ter o pleno aproveitamento das vantagens da nanotecnologia, a 
biocompatibilidade e o perfil toxicológico das NPs deve ser estabelecido (111). 
Toxidade in vitro de AgNPs 
Os sistemas de modelos in vitro fornecem um meio rápido e eficiente para avaliar a 
toxicidade das NPs. Estes sistemas também fornecem informações refinadas sobre a 
forma como as NPs interagem com células humanas. Tais estudos podem ser usados 
para estabelecer relações de concentração/efeito e os limiares específicos para cada 
tipo de célula. Estes ensaios são adequados para o rastreio toxicológico de um 
número cada vez maior de novos nanomateriais obviando a necessidade de testes in 
vivo (112). 
Os estudos in vitro representam assim, o primeiro passo para a compreensão de 
como o organismo vai reagir a um novo agente. Em comparação com estudos em 
animais, os estudos in vitro são menos eticamente ambíguos, são mais fáceis de 
controlar e reproduzir e são menos dispendiosos. No caso de citotoxicidade, é 
importante reconhecer que, além da concentração do agente potencialmente tóxico a 
ser testado, as células em cultura são sensíveis a alterações no seu meio ambiente, 
tais como as flutuações de temperatura, pH e concentrações de nutrientes. Por 
conseguinte, o controlo das condições experimentais é crucial para assegurar que a 
morte celular medida corresponde à toxicidade das NPs adicionadas e não a 
condições de cultura instáveis. Além disso, é importante que a escolha do ensaio de 
citotoxicidade seja apropriada e a realização de testes múltiplos é vantajosa para 
garantir conclusões válidas (113).  
Na Tabela 2 encontra-se reunida alguma informação relevante sobre o efeito tóxico 


















embrionários de rato 
visto 
50 25 4-72 
Danos no DNA e apoptose. AgNPs 
revestidas produzem efeitos mais 
graves do que as não revestidas. 
(114) 




6,25-50 7-20 24 
Redução da viabilidade celular, 
stresse oxidativo, danos no DNA e 
grande atividade da caspase 3 
(115) 
Fibroblastos e células 
hepáticas de ratinho 
10-500 7-20 24 
Redução da viabilidade celular, 
stresse oxidativo e apoptose 
(116) 
Fibroblastos 







Geração de ROS. Danos no DNA e 
atraso no ciclo celular o que leva 




10-75 15-55 24 
Geração de ROS e stresse 
oxidativo mediado por toxicidade 
dependente do tamanho 
(118) 
Células humanas de 
hepatoma HepG2 
0,5-10 5-10 28 Citotoxicidade e stresse oxidativo. (119) 




0-7,5 69 24 Geração de ROS e apoptose. (120) 
Células de 
adenocarcionoma 
cervical HeLa  
92 2-5 3-24 
Citotoxicidade, apoptose e indução 





2,5-5 100 24 
A proliferação celular e a 
quimiotaxia diminuíram, enquanto a 





5-50 15 24 
Redução da função mitocondrial e 
do nível de dopamina. 
(130) 
Osteoblastos de rato 
MC3T3-E1 e PC12 
0-160 10,50,100 24-72 
Apoptose nas MC3T3-E1 e morte 
por necrose nas PC12. AgNPs de 
10 nm mais tóxicas. 
(127) 
Células endoteliais 
coronárias do rato  
0,1-100 45 24 
A concentrações baixas, as AgNPs 
atuam como fatores anti-
proliferativos / vasoconstritores que 
comprometem a produção de NO. 
A concentrações altas, as AgNPs 
estimulam a proliferação / 
vasorrelaxamento mediada por NO. 
(121) 
Células endoteliais do 
cérebro do rato 
1-25 10- 100 1-24 
Grandes danos na membrana. 
Proliferação celular foi inibida 
completamente à concentração 
mais baixa. 
(124) 
Fibroblastos de ratinho 
e células humanas de 
carcinoma do colon 
5-100 1-100 24 
As AgNPs atuam através de ROS e 
da cinase do terminal amínico de c-
Jun (JNK) para induzir a apoptose 







Tabela 2 (Continuação) 
 
Células hepáticas de 
rato BRL3 
5-50 25-100 6-24 
Redução da função mitocondrial e 
do nível de glutationa reduzida 
(GSH) e aumento do nível de ROS. 
(126) 







Doses não citotóxicas de AgNPs 
aceleram os genes de reparação 






5-10 15 24 
Redução da função mitocondrial, 
aumento da lactato desidrogenase 
(LDH) e apoptose. 
(114) 







Doses não citotóxicas de AgNPs 
aceleram os genes de reparação 
de danos do DNA e a indução de 
micronúcleos. 
(128) 
Células renais de 
hamster bebé BHK21 
e células humanas de 
adenocarcinoma do 
colon HT29 
11 18 0,5-6 








Diminuição dependente da dose da 
viabilidade celular com NPs não 
revestidas, enquanto as revestidas 





0-200 40-90 24-72 
Geração de ROS com distúrbios da 
membrana mitocondrial. 
Inibição do ciclo celular com 
paragem na fase S (via 
independente de ROS) 
(132) 
Após análise da Tabela 2, verifica-se que o dano celular mais referido diz respeito à 
produção de ROS e consequentemente, stresse oxidativo. As doenças 
cardiovasculares, a carcinogénese e o envelhecimento são exemplos representativos 
de consequências que decorrem do stresse oxidativo (39).   
Alguns estudos (114, 115, 117, 125)  sugerem que a genotoxicidade constitui um 
outro mecanismo importante para a toxicidade induzida por AgNPs. A integridade do 
DNA genómico está constantemente sob ameaça, mesmo em células saudáveis. No 
geral, as alterações nocivas do material genético (genotoxicidade) incluem aberrações 
cromossómicas e mutações pontuais que envolvem uma mudança numa única base. 
Os danos no DNA ativam uma rede de sinalização complexa que funciona para ativar 
controladores do ciclo celular e mediar a reparação do DNA. As células retomam a 
progressão do ciclo celular, uma vez que o dano é reparado (133).  
A destabilização da integridade mitocondrial por agentes genotóxicos, bem como 
citotóxicos levam à ativação de caspases que conduzem à apoptose. Está descrito na 





apoptose (129). A apoptose é bem reconhecida como um modo distinto de morte 
celular programada que envolve a eliminação geneticamente determinada de células. 
Durante o processo de morte celular programada, ocorre a ativação de proteínas 
proteolíticas como as caspases. As AgNPs parecem induzir a apoptose via ativação 
das caspases (116, 129). Uma representação esquemática do circuito apoptótico 
envolvido na morte das células tratadas com AgNPs é demonstrada na Figura 20. 
. 
 
Figura 20: Representação esquemática da indução da apoptose provocada pelas AgNPs [adaptado 
de (129)].  
As AgNPs uma vez ligadas à membrana celular provocam danos na integridade da 
membrana e ativa a proteína p53. Por sua vez, a p53 ativa mediadores pró-aptotóticos 
como bax, bad e bak. Estas proteínas são conhecidas por causar danos na membrana 
mitocondrial libertando citocromo c, que numa reação em cascata, ativa a caspase-3. 
Finalmente, a caspase-3 cliva a membrana nuclear para induzir a fragmentação de 
DNA (129). Além de provocarem apoptose nas células, também se verificou morte por 
necrose (127). 
Toxicidade in vivo de AgNPs 
Os estudos in vitro com AgNPs são essenciais para a avaliação dos efeitos 
toxicológicos e para o rastreio dos seus potenciais de toxicidade a longo prazo. No 
entanto, os ensaios in vitro não possuem a complexidade do sistema vivo, as 
interações biológicas com as proteínas, a resposta imunológica e barreiras fisiológicas, 





Em geral, os estudos toxicológicos AgNPs têm-se centrado na avaliação da 
distribuição nos tecidos, após injeção intravenosa, exposição pulmonar, dérmica ou do 
trato gastrointestinal. Estes estudos fornecem informação útil sobre os potenciais 
órgãos alvo da toxicidade das NPs, contudo há ainda algumas questões por responder 
(112, 135). As alterações nas propriedades físico-químicas das AgNPs em fluidos 
biológicos, tais como o tamanho, a aglomeração, ou formação de agregados e carga 
de superfície têm de ser necessariamente verificados para determinar a sua toxicidade 
e para compreender o mecanismo de toxicidade. Os fatores fisiológicos que afetam a 
absorção, distribuição e excreção de NPs inorgânicas que dependem das vias de 
exposição, juntamente com o seu mecanismo de absorção e alvos biológicos, também 
devem ser considerados para uma melhor compreensão do potencial de toxicidade 
(134).  
 No corpo humano há essencialmente três vias de exposição a AgNPs: a pele, os 
pulmões e o trato digestivo. O trato genital feminino também pode constituir uma via 
de entrada, uma vez que as AgNPs são incorporadas em produtos de higiene 
femininos (54). Assim sendo, as AgNPs podem entrar e penetrar nesses órgãos, 
sendo que essa penetração depende do tamanho, forma e das características de 
superfície das NPs, bem como do órgão (histologias diferentes), da idade do 
consumidor e de outros agentes. A Figura 21 mostra as principais vias de entrada das 
AgNPs e as áreas do corpo em que a exposição a NPs deve ser evitada (109). 
 
 
Figura 21: Principais vias de entrada das AgNPs (vermelho) e partes do corpo cuja exposição a 
AgNPs deve ser evitada (a preto) [adaptado de (109)]. 
Após exposição, as AgNPs são capazes de passar para a circulação sanguínea e 





O tamanho das partículas e a via de exposição afetam a sua distribuição pelos 
tecidos (136, 137). A eliminação de partículas ocorre essencialmente pelas fezes e 
urina (135). 
Tabela 3:Distribuição nos tecidos das AgNPs segundo as várias vias de exposição. 


















A absorção das AgNPs após 
administração oral foi 
demonstrada e a toxicidade no 
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Translocação dependente do 
tempo e do tamanho. As NPs 
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Hepatotoxicidade e argíria que 




Devido ao facto de um grande número de produtos, contendo AgNPs, serem 
aplicados diretamente na pele, a avaliação das consequências de uma exposição 
cutânea é primordial. Atualmente, as investigações têm incidido sobre a eficiência de 
pensos que contêm AgNPs. No entanto, estão descritos resultados prejudiciais à 
saúde associados ao tratamento (141, 142), sendo necessários mais estudos para 
assegurar uma utilização mais segura.  
As mesmas AgNPs podem ter comportamentos biológicos muito diferentes em pele 
ferida e em pele normal. É crucial definir os perigos associados à exposição dérmica 





Também a probabilidade de aparecimento da condição de argíria com este tipo de 
exposição, apesar de ser reversível (142), este tipo de resposta limita muito a 
utilização de produtos contendo AgNPs pelo consumidor, muitas vezes, por razões 
estéticas (135).  
O estudo da ingestão oral de suspensões de AgNPs também é relevante uma vez 
que foi adotada como uma alternativa terapêutica para o tratamento de doenças como 
artrite e cancro. No entanto, estão descritos uma série de efeitos prejudiciais, 
associados à ingestão de suspensões de AgNPs, incluindo úlceras intestinais, argíria 
(145) e danos hepáticos (138, 145).  
Uma preocupação poderá ser a bioacumulação já que em dois estudos por 
exposição por ingestão (147, 148) se verificou presença e permanência nos testículos 
e no cérebro.  
O aumento da produção e utilização de AgNPs propicia a exposição humana, 
nomeadamente por inalação. Como tal, é imperativo entender a toxicidade destas NPs 
após exposição pulmonar. Contudo, esta abordagem não está muito explorada 
estando o foco dos estudos centrado na avaliação da disponibilidade sistémica de 
partículas, após exposição pulmonar (135). 
Em estudos de exposição por inalação verificou-se toxicidade no fígado (149) e nos 
pulmões (139) além de que, se verificou acumulação de AgNPs em órgãos como o 
cérebro e o bolbo olfativo (139, 149), não se tendo conhecimento das consequências. 
De acordo com Oberdörster e colaboradores, a presença de prata dentro do bolbo 
olfativo e no cérebro pode ter resultado da inalação das partículas, e da sua 
subsequente transferência para o bolbo olfativo pelos neurónios, como ilustra a Figura 






Figura 22: Passagem de NPs a partir da mucosa nasal para o cérebro através das terminações do 
nervo olfativo [adaptado de (109)]. 
Está descrito que a injeção intravenosa de AgNPs pode ser utilizada para o 
tratamento de algumas patologias (78, 151). Como tal, a avaliação da distribuição das 
AgNPs nos tecidos após administração intravenosa é de relevância, no sentido de se 
entender quais são os órgãos alvo que estão em maior risco de toxicidade. Está 
descrito que após a exposição por administração intravenosa, as AgNPs podem 
passar para a circulação sanguínea e serem distribuídas pelo organismo (136, 152).  
Os estudos disponíveis permitem concluir que a toxicidade pulmonar e a 
disponibilidade sistémica de AgNPs dependem do tempo de exposição, da 
concentração, do método de administração das NPs e do tamanho das mesmas (e 
aglomeração), o que ilustra a importância da montagem experimental, na toxicidade 






3.Material e Métodos 
3.1 Materiais 
O Histopaque 1077, Histopaque 1119, solução de azul tripano 0,4%, NaCl, solução 
de tampão fosfato salino (PBS) sem Ca2+ e Mg2+, RPMI 1640, soro fetal bovino, α-
glutamato, penicilina e estreptomicina, dihidrorodamina 123 (DHR), cloreto de 
difenilenoiodóico (DPI) e vermelho neutro (NR) 0,33% foram adquiridos à Sigma 
Chemical Co. (St. Louis, MO, USA). O Annexin-V-FLUOS Staining Kit foi adquirido à 
Roche Diagnostics GmbH (Mannheim, Alemanha). O Hemacolor® foi obtido à Merck. 
As AgNPs de 10 e 50 nm, esféricas revestidas com PVP foram adquiridas à 
Nanocomposix (San Diego, Alemanha).  
 
3.2 Equipamento 
As leituras de espectrofotometria e fluorimetria foram realizadas em leitor de 
microplacas Synergy HT (BIO-TEK). As centrifugações foram efeituadas numa 
centrífuga 5810 R (Eppendorf). As leituras de citometria de fluxo foram realizadas num 
citómetro de fluxo BD AccuriTM C6. As leituras de microscopia ótica foram realizadas 
num microscópio ótico Eclipse E 400 (Nikon). Para a contagem das células utilizou-se 
uma câmara de Neubauer. Os cortes das amostras para microscopia eletrónica foram 
obtidos através de um micrótomo Leica Reichert Supernova, as células foram 
analisadas num microscópio eletrónico de transmissão JEM-1400, Jeol e as imagens 
obtidas através de uma câmera digital Orius® Sc1000CCD (Gatan). Foi ainda utilizada 
uma balança analítica AG285 (Metler Toledo). 
 
3.3 Caracterização das AgNPs  
Não foi realizada neste estudo caracterização adicional para além da realizada pelo 
fabricante, contudo, foi possível pela análise no TEM, confirmar o diâmetro nas NPs 






3.4 Isolamento de neutrófilos humanos pelo método de 
centrifugação de gradiente de densidade 
O sangue venoso foi obtido, após consentimento de voluntários saudáveis do 
Hospital de Santo António, Porto. Todos os ensaios foram precedidos de isolamento 
dos neutrófilos de todos os outros componentes do sangue humano através do 
método de centrifugação de gradiente de densidade. 
 
3.4.1 Fundamento do método 
Os neutrófilos foram isolados do sangue pelo método de centrifugação de gradiente 
de densidade descrito por Freitas e colaboradores (153). Trata-se de um método que 
consiste na separação dos componentes do sangue segundo as suas diferentes 
densidades, ao ser aplicada uma força centrífuga.  
 
3.4.2 Procedimento experimental 
Para se isolarem os neutrófilos a partir do sangue humano pelo método de 
centrifugação de gradiente de densidade utilizaram-se duas soluções de diferentes 
densidades, Histopaque 1077 (densidade de 1,077) e Histopaque 1119 (densidade de 
1,119). Estas soluções foram colocadas em quantidades iguais num tubo de 
polipropileno (material que evita a adesão das células à parede do tubo) ficando a 
mais densa por baixo e a menos densa por cima, tendo cuidado para não misturar. Por 
último, adicionou-se cuidadosamente o sangue [colhido num tudo de ácido 
etilenodiamino tetra acético (EDTA) para evitar a coagulação]. Após uma centrifugação 
a 890 g, durante 30 min. a 20 °C, as células distribuem-se no tubo de acordo com a 
sua densidade (Figura 23). Rejeitou-se o sobrenadante e recolheu-se a camada 
referente aos neutrófilos para outro tubo de centrífuga, ao qual se adicionou tampão 
PBS sem Ca2+ e Mg2+ no sentido de se lavar as células e retirar o excesso de 
Histopaque. Seguiu-se uma centrifugação a 870 g durante 5 min. a 4 ° C. Descartou-
se o sobrenadante resultante da centrifugação e ressuspendeu-se as células com 
solução tampão PBS sem Ca2+ e Mg2+. Para eliminar a contaminação por glóbulos 
vermelhos, procedeu-se à hemólise dos mesmos, adicionando-se água destilada 
(H2Od) à suspensão e aguardou-se cerca de três minutos, tempo após o qual é 





novamente centrifugada nas mesmas condições, o sobrenadante foi rejeitado e os 
neutrófilos ressuspensos com solução tampão RPMI 1640 (suplementado com 10% de 























Figura 23: Esquema resumo do procedimento referente ao isolamento de neutrófilos humanos. 
Centrifugação:  
890 g a 20 °C 
durante 30 min. 
Aspiração do 
sobrenadante. 
Lise dos glóbulos 
vermelhos. 
Centrifugação:  
870 g a 4 °C 
durante 5 min. 
Remoção da 
camada de 
neutrófilos e adição 
de PBS. 
Centrifugação a 
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3.5 Método da exclusão do azul tripano 
3.5.1 Fundamento do método 
O azul tripano é um corante orgânico, carregado negativamente. As células inviáveis, 
com danos na membrana, após alguns segundos de exposição ao corante ficam de 
cor azul (154).  
3.5.2 Procedimento experimental 
Para a realização do ensaio do azul tripano, procedeu-se de acordo com Freitas e 
colaboradores (155). Após incubação na estufa a 37 °C com intervalos de tempo entre 
0 e 24h em placa de 96 poços com neutrófilos humanos (2 x 106 /mL) e AgNPs (10 e 
50 nm) com concentrações entre 0 e 100 μg/mL, adicionou-se quantidades iguais de 
suspensão celular e azul tripano 0,4% num microtubo e homogeneizou-se. Após 
permanência em gelo durante 2 min., com o auxílio de uma micropipeta, encheu-se a 
câmara de Neubauer e procedeu-se à contagem dos neutrófilos ao microscópio ótico 
(ampliação de 400x). 




3.6 Determinação da libertação da lactato desidrogenase  
3.6.1 Fundamento do método 
A LDH é uma enzima citoplasmática presente em quase todos os órgãos com 
funções no último passo da glicólise, catalisando a reação reversível do piruvato a 
lactato segundo a Equação 12 (156, 157): 
 
Equação 12: L-lactato + NAD+                  piruvato + NADH + H+ 
 
A perda da LDH intracelular e a sua libertação para o meio de cultura é um 
indicador da morte celular irreversível devido a danos na membrana da célula (158).  
A velocidade de formação de NADH é diretamente proporcional à atividade 





3.6.2 Procedimento experimental 
O ensaio foi realizado de acordo com Couto e colaboradores (159). A incubação 
das células foi realizada numa estufa a 37 °C com intervalos de tempo entre 0 e 24h 
em placa de 24 poços com neutrófilos humanos (2 x 106 /mL) e de AgNPs (10 e 50 
nm) com concentrações entre 0 e 100 μg/mL. No final do tempo de incubação, dividiu-
se a amostra colocando-se em dois microtubos. Um dos microtubos foi utilizado para a 
determinação da LDH total, procedendo-se ao rebentamento das células por 
ultrassons em ciclos de 3 segundos. Todas as amostras foram centrifugadas a 6500 g 
durante 2 min. a 4 °C e o sobrenadante foi recolhido. A atividade de LDH foi 
determinada numa placa U.V. de 96 poços, em que cada poço continha sobrenadante, 
NADH 0,145 mM e piruvato 2 mM, seguindo a taxa de oxidação do NADH a 340 nm 
numa cinética de 4,30 min. 
3.7 Método do iodeto de propídio   
3.7.1 Fundamento do método 
Os neutrófilos em necrose foram analisados por citometria de fluxo após marcação 
com iodeto de propídio (PI). A aplicação do PI permite a marcação das células com 
perda de integridade membranar, ou seja, células em necrose. Isto é possível dado 
que o PI se intercala na dupla cadeia do DNA emitindo fluorescência sendo esta 
medida por citometria de fluxo. Este marcador não consegue atravessar uma 
membrana citoplasmática intacta (160).  
3.7.2 Procedimento experimental 
O procedimento experimental foi realizado de acordo com Freitas e colaboradores 
(155). Após incubação na estufa a 37 °C com intervalos de tempo entre 0 e 24h em 
placa de 48 poços com neutrófilos humanos (2 x 106 /mL) e AgNPs (10 e 50 nm) com 
concentrações entre 0 e 100 μg/mL, as células foram centrifugadas a 400 g durante 5 
min. a 20 °C e os sobrenadantes foram rejeitados. Ressuspendeu-se o pellet em PBS 
e centrifugou-se a 200 g durante 5 min. a 20 °C. Rejeitou-se o sobrenadante e 
ressuspendeu-se o pellet em solução de PI preparada de acordo com as indicações do 
fabricante do kit Annexin-V-FLUOS Staining. Incubou-se no escuro à temperatura 
ambiente durante 15 min. e no final desse tempo adicionou-se tampão do kit. 










3.8 Método do NR 
3.8.1 Fundamento do método 
O NR é um corante vital conhecido por se acumular nos lisossomas de neutrófilos 
viáveis. Este corante ligeiramente catiónico penetra nas membranas por difusão 
passiva e concentra-se nos lisossomas onde se liga por ligações eletrostáticas 
hidrofóbicas a grupos aniónicos e/ou fosfato à matriz lisossomal (161).  
A absorção do NR depende da capacidade da célula em manter os gradientes de 
pH através da produção de ATP. A um pH fisiológico, o corante apresenta uma carga 
total perto de zero, permitindo a penetração nas membranas da célula. Dentro dos 
lisossomas, existe um gradiente de protões que mantém o pH menor que no 
citoplasma. Assim, o corante fica carregado e é retido nos lisossomas. Quando a 
célula morre, ou o gradiente do pH é reduzido, o corante não pode ser retido. 
Consequentemente, a quantidade do corante retido é proporcional ao número de 
células viáveis. O corante é depois extraído das células viáveis através do uso de uma 
solução acidificada de etanol e a absorvência do corante solubilizado é quantificado 
utilizando um leitor de placas (161). 
3.8.2 Procedimento experimental 
As condições do ensaio de incorporação do NR foram otimizadas de acordo com 
Repetto e colaboradores e Elifio-Esposito e colaboradores (162) (161). Após 
incubação na estufa a 37 °C com intervalos de tempo entre 0 e 16h em placa de 48 
poços com neutrófilos (2 x 106 /mL), AgNPs (10 e 50 nm) com concentrações entre 0 e 
100 μg/mL e NR (15 µg/mL), retirou-se o conteúdo dos poços para microtubos e 
centrifugou-se a 400 g durante 5 min. a 20 °C. Rejeitou-se o sobrenadante e 
ressuspendeu-se o pellet em PBS. Após nova centrifugação a 400 g durante 5 min. a 
20 °C, rejeitou-se o sobrenadante e adicionou-se solução ácida (composta por solução 
de ácido acético glacial, etanol (100%) e H2Od). Após incubação de 30 min. à 
temperatura ambiente, ao abrigo da luz e com agitação, transferiu-se 300 µL para a 
placa de 96 poços (Figura 24) e leu-se a absorvência no leitor de placas a 540 nm (no 
máximo até 60 min.) após adição da solução ácida. O cálculo da percentagem da 
viabilidade celular foi feito de acordo com a Equação 13:  
  






Absteste, absorvência a 540 nm de culturas expostas ao composto 
Abscontrolo, absorvência a 540 nm das respetivas culturas controlo  
 
Figura 24: Placa de 96 poços onde se notam as gradações de cor devidas ao corante NR.  
3.9 Análise morfológica por MOC 
3.9.1 Fundamento do método 
A morfologia dos neutrófilos após exposição às AgNPs foi analisada utilizando o kit 
de coloração Hemacolor®. O kit de coloração Hemacolor ® contém uma solução de 
fixação, uma solução de coloração vermelha (eosina) e uma azul (azur de metileno-
azul de metileno oxidado). Após preparação das lâminas, e fixação das células, os 
núcleos dos neutrófilos coram de púrpura devido a interações moleculares entre a 
eosina e o azur, o que permite analisar a morfologia de células por MOC. 
3.9.2 Procedimento experimental 
A avaliação da morfologia das células foi realizada de acordo com Couto e 
colaboradores (159). Após incubação na estufa a 37 °C com intervalos de tempo entre 
0 e 16h em placa de 48 poços com neutrófilos humanos (2 x 106 /mL) e AgNPs (10 e 
50 nm) com concentrações entre 0 e 100 μg/mL, retirou-se uma porção do conteúdo 
de cada poço e colocou-se no funil do sistema constituído pela lâmina, funil e suporte 
(Figura 25). As células foram centrifugadas numa citocentrífuga Cytospin a 641 g, 
durante 6 min. a 20 °C. Após centrifugação, os sistemas foram desmontados e 
recolheram-se as lâminas. As lâminas foram coradas com Hemacolor®, em que se 
mergulhou cada uma das lâminas 5 segundos no fixador, 3 segundos no corante 
eosina e 6 segundos no corante azul-escuro e lavou-se 20 segundos com tampão de 
lavagem. Após secagem das lâminas ao ar, foram visualizadas ao microscópio 






Figura 25: A: citocentrífuga B: Sistema constituído pela lâmina, funil e suporte. 
3.10 Análise morfológica por TEM 
3.10.1 Fundamento do método 
O microscópio de transmissão permite obter imagens com grande resolução ao 
nível dos 3 nm. Em vez de utilizar luz visível e lentes óticas, como o microscópio ótico, 
utiliza um feixe de eletrões como fonte de iluminação e lentes eletromagnéticas para 
formar a imagem. O trajeto dos eletrões é de cima para baixo e, direcionado por um 
condensador, atravessa a amostra a analisar. Os eletrões deflectidos e não deflectidos 
pela amostra são focados pela lente objetiva, dando origem a uma imagem intermédia 
que é amplificada e projetada sobre um detetor, uma placa fluorescente (163).  
3.10.2 Procedimento experimental 
Após incubação na estufa a 37 °C durante 16h em placa de 48 poços com 
neutrófilos humanos (2 x 106 /mL) e AgNPs (10 e 50 nm) em concentrações de 0 e 100 
μg/mL, as células foram fixadas em ambos os lados em 2% (v / v) com glutaraldeído 
em tampão de cacodilato (pH 7,2) durante 30 min., lavadas em tampão de cacodilato e 
ainda fixadas em 1% (v / v) de ósmio (OsO4) em tampão de cacodilato durante 2 
horas. Após esse tempo, foi realizada uma coloração com 0,5% (v / v) de acetato de 
uranilo a 4 °C, durante a noite. Posteriormente, as amostras de células foram lavadas 
com água e, em seguida, desidratadas por graduação alcoólica com etanol. Após 
imersão no óxido de propileno, as células foram embebidas na resina Epon TM-812 e 
submetida à polimerização a 60 °C durante 48 horas. Cortes semi-finos e ultra-finos 
foram cortados com um ultra-micrótomo (Leica Reichert Supernova) e colocados em 






de acetato de uranilo e 0,8% (v / v) em soluções de citrato de chumbo de Reynold, de 
5 e 10 min., respetivamente. As células foram analisadas com um TEM (JEM-1400, 
Jeol) e as imagens foram obtidas com uma câmara digital.  
3.11 Avaliação do burst oxidativo dos neutrófilos 
3.11.1 Fundamento do método 
A DHR é um composto não fluorescente que quando em contacto com algumas 
espécies reativas como o O2
-, H2O2 e o ONOO
- é oxidada a rodamina 123 (R 123) 
exibindo fluorescência verde (Figura 26) (164).  
O DPI é um inibidor da NADPH oxidase, uma das enzimas responsáveis pela 
produção de ROS (165). A sua utilização garante que a produção de espécies reativas 
se deve à atividade da NADPH oxidase.  
 
Figura 26: Oxidação da DHR 123 a R 123 (λexcitação 505 nm λemissão 529 nm) (166). 
3.11.2 Procedimento experimental 
Os neutrófilos (2 ×106/mL) foram incubados na estufa a 37 °C com intervalos de 
tempo entre 0 e 4h em placa de 48 poços com DHR 123 (10 µM) e concentrações 
entre 0 e 100 μg/mL de AgNPs (10 e 50 nm). Simultaneamente, foi realizado um 
ensaio em que os neutrófilos foram incubados com DPI e após 10 min. adicionou-se 
as AgNPs e a DHR 123. No final destas incubações, as células foram centrifugadas 
(400 g, durante 5 min. a 20 °C) e rejeitaram-se os sobrenadantes. Os pellets foram 
ressuspensos em 300 µL de PBS e leu-se a fluorescência em leitor de microplacas 






3.12 Análise estatística 
A análise estatística foi realizada através do programa GraphPad PrismTM (versão 
6.0; GraphPad Software). Os resultados são expressos como média ± erro padrão da 
média (SEM). A comparação entre grupos foi realizada usando o método não 
paramétrico de análise de variância (ANOVA) seguido pelo teste Bonferroni. Valores 







4.1 Avaliação da viabilidade celular de neutrófilos 
humanos expostos a AgNPs  
4.1.1 Método de exclusão do azul tripano 
Na Figura 27 estão representados os resultados obtidos no estudo da viabilidade 
celular de neutrófilos humanos pelo método de exclusão do azul tripano ao fim de 6h 
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Figura 27: Avaliação da viabilidade celular de neutrófilos humanos pelo método de exclusão do azul 
tripano, após exposição a AgNPs de 10 e 50 nm (0-100 μg/mL durante 6 (A), 16 (B) e 24h (C). Os 
valores são apresentados como a média ± SEM (n≥3), **p<0,01 e ***p<0,001, comparativamente ao 
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Pela análise da Figura 27 (A) verifica-se que, segundo este método, com uma 
incubação de 6h, não houve efeitos na viabilidade celular. No entanto, pela análise dos 
gráficos da Figura 27 (B) e (C), verifica-se que às 16h, as AgNPs de 10 nm na 
concentração de 12,5 μg/mL originaram uma viabilidade celular de 50 ± 8% (média ± 
SEM) e na concentração de 100 μg/mL a viabilidade é nula. Após 24h de exposição a 
concentração de 12,5 μg/mL diminui a viabilidade celular para 26 ± 5%, sendo que as 
concentrações de 25, 50 e 100 μg/mL induziram 100% de morte celular. No caso das 
AgNPs de 50 nm observou-se inviabilidade com significado estatístico às 16h e às 24h 
a partir da concentração de 50 μg/mL, sendo que, às 24h com a concentração de 100 
μg/mL a morte também foi total. Verifica-se assim, uma diminuição da viabilidade das 
células dependente do tempo de exposição, da concentração e do tamanho das NPs. 
 
4.1.2 Determinação da libertação de LDH  
A avaliação da necrose pela quantificação da libertação de LDH não foi possível 
devido a uma interferência das AgNPs com a metodologia, impossibilitando a 
avaliação da necrose por este método.  
 
4.1.3 Método do PI  
Nas Figuras 28, 29 e 30 estão representados os resultados obtidos no estudo da 
determinação do PI incorporado pelos neutrófilos humanos após 4, 6 e 16h, 
respetivamente, de exposição a AgNPs de 10 e de 50 nm (0-100 μg/mL) Da análise da 
Figura 28 verifica-se que, ao fim de 4h de incubação, a concentrações de 75 e 100 
μg/mL das AgNPs de 10 nm induziram uma percentagem de células com PI 
incorporado de 9 ± 2% e de 30 ± 6%, respetivamente. Ao fim de 6h (Figura 29), as 
mesmas NPs originaram diferenças significativas relativamente ao controlo (sem NPs) 
a partir da concentração de 50 μg/mL. As AgNPs de 50 nm, com estes tempos de 
incubação (4 e 6h), não provocaram efeitos. 
Da análise da Figura 30, verifica-se que, após 16h de incubação com as AgNPs de 
10 nm, o aumento da percentagem de neutrófilos com PI incorporado é muito 
expressivo (na concentração de 12,5 μg/mL tem uma percentagem de PI incorporado 
de 22 ± 5%) e quando comparado com a exposição às AgNPs de 50 nm, em que, 
apesar de se verificar uma tendência de aumento dos níveis de PI, só se obtém 





mesmo assim, muito inferior quando comparada com as AgNPs de 10 nm na mesma 













Figura 28: Avaliação da viabilidade celular de neutrófilos humanos expostos a AgNPs de 10 e 50 nm 
(0-100 μg/mL) pelo método do PI após incubação de 4h (A). Os valores são apresentados como a 
média ± SEM (n≥3), *p<0,05, ***p<0,001, comparativamente ao controlo (sem AgNPs). Imagens 
representativas da análise por citometria de fluxo dos neutrófilos PI positivos com 4h de incubação. 
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Figura 29: Avaliação da viabilidade celular de neutrófilos humanos expostos a AgNPs de 10 e 50 nm 
(0-100 μg/mL) pelo método do PI após incubação de 6h (A). Os valores são apresentados como a 
média ± SEM (n≥3), ***p<0,001, comparativamente ao controlo (sem AgNPs). Análise por citometria 
de fluxo dos neutrófilos PI positivos com 6h de incubação. Controlo (B); AgNPs de 50 nm 100 μg/mL 














Figura 30: Avaliação da viabilidade celular de neutrófilos humanos expostos a AgNPs de 10 e 50 nm 
(0-100 μg/mL) pelo método do PI após incubação de 16 h (A). Os valores são apresentados como a 
média ± SEM (n≥3), *p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001, comparativamente ao controlo (sem 
AgNPs).Análise por citometria de fluxo dos neutrófilos PI positivos com 16h de incubação. Controlo 
(B); AgNPs de 50 nm 100 μg/mL (C); AgNPs de 10 nm 100 μg/mL (D).  
4.1.4 Método do NR 
A Figura 31 representa os resultados obtidos no estudo da viabilidade celular dos 
neutrófilos, pelo ensaio da incorporação do NR, quando expostos durante 4, 6 e 16h, 
respetivamente, a AgNPs de 10 e de 50 nm (0-100 μg/mL).  
Na Figura 31-A, correspondente ao gráfico das 4h de incubação, pode-se observar 
que, todas as concentrações de AgNPs de 10 nm, inclusivamente a mais baixa (25 
μg/mL) revelaram sinais de citotoxicidade pela diminuição de sinal relativamente ao 
controlo. Inclusivamente, a concentração mais baixa de 25 μg/mL, apresenta uma 
percentagem de viabilidade de 76 ± 4% já com significado estatístico quando 
D C B 
A 





comparada com o controlo (98 ± 2%). Por outro lado, com as AgNPs de 50 nm, não se 
verificam variações na viabilidade com nenhuma das concentrações. No gráfico B, 
verifica-se uma situação muito parecida em termos estatísticos, no entanto, a 
diminuição da viabilidade passadas apenas mais duas horas (6h) revela-se mais 
pronunciada. Verificam-se viabilidades de 65 ± 12, 48 ± 8 e 37 ± 4%, para as 
concentrações de 25, 50 e 100 μg/mL, respetivamente. Em relação às AgNPs de 50 
nm, para o mesmo tempo de incubação, não se verificam efeitos com significado 
estatístico, com uma percentagem de viabilidade de 96 ± 1% para a concentração 
mais alta de 100 μg/mL quando comparada com a do controlo (98 ± 2%). 
Com 16h de incubação com AgNPs de 10 nm, a percentagem de viabilidade não 
varia muito entre as concentrações, sendo de 51 ± 3, 47 ± 6 e 40 ± 7% para as 
concentrações de 25, 50 e 100 μg/mL, respetivamente. Por outro lado, os neutrófilos 
expostos a AgNPs de 50 nm apresentaram uma percentagem de viabilidade celular de 
82 ± 2% na concentração de 50 μg/mL, sendo estatisticamente diferente quando 
comparada com o controlo. Sendo assim, verifica-se uma diminuição da viabilidade 
celular dependente da concentração, do tempo de incubação e do tamanho das NPs, 
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Figura 31: Avaliação da viabilidade de neutrófilos humanos expostos a AgNPs de 10 e 50 nm (0-100 
μg/mL) pelo método do NR após incubação de 4 (A), 6 (B) e 16h (C). Os valores são apresentados 
como a média ± SEM (n≥3). *p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001, comparativamente com o controlo (sem 
AgNPs). 
4.2 Análise morfológica por MOC 
Na Figura 32 estão representadas as imagens obtidas por microscopia ótica 
referentes a neutrófilos humanos expostos a AgNPs de 10 e de 50 nm, durante 6 e 
16h. Realizou-se o mesmo estudo a tempos inferiores, contudo, nenhuma das AgNPs 
testadas (10 ou 50 nm) induziu alterações morfológicas diferentes do controlo. Pela 
análise da Figura 32-C verifica-se que ao fim de 6h de exposição às AgNPs de 10 nm, 
os neutrófilos apresentam uma ligeira contração das células e ligeira condensação dos 
neutrófilos (seta azul). Passadas 16h de exposição às mesmas NPs na mesma 
concentração, os neutrófilos apresentam-se contraídos, com núcleos sem a forma 
bilobada e condensados relativamente ao controlo (seta vermelha), apresentado assim 
as características típicas de apoptose que pode culminar em necrose secundária.  
Tempo Controlo AgNPs de 50nm AgNPs de 10nm 
6h 
   
16h 
   
Figura 32: Morfologia de neutrófilos humanos quando expostos a AgNPs de 10 e 50 nm durante 6 e 
16h (ampliação:1000 x). 
4.3 Análise morfológica por TEM 
As imagens por TEM foram obtidas após exposição dos neutrófilos às AgNPs de 10 
e de 50 nm durante 16h. Na Figura 33 (A) temos representado o controlo às 16h, onde 
se podem observar as células íntegras com os seus característicos núcleos 
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multilobados (seta verde). As células expostas a AgNPs de 50 nm (100 μg/mL) (Figura 
33 B) apresentam um aspeto muito semelhante ao controlo. Na Figura 33-C, pode-se 
observar AgNPs de 50 nm nas imediações dos neutrófilos. As dimensões destas 
partículas foram calculadas recorrendo às ferramentas da TEM e confirmou-se o 
tamanho descrito pelo fabricante, de 50 nm. Este resultado sugere que as AgNPs de 
50 nm não passam para o interior das células. Na Figura 33-D pode-se observar os 
neutrófilos após 16h de exposição a AgNPs de 10 nm (100 μg/mL). Verifica-se que 
existe conteúdo citoplasmático libertado pelas células, disperso no campo. Os núcleos 
perderam os seus limites ou desapareceram completamente (seta azul). Na Figura 
33-E pode-se observar um fagolisossoma (seta laranja) de um neutrófilo quando 
exposto à concentração de 100 μg/mL de AgNPs de 10 nm e na Figura 33-F pode-se 
verificar que nesse fagolisossoma, quando ampliado, se observam partículas (setas 
roxas) que, quando medidas recorrendo às ferramentas do TEM, correspondem às 
dimensões das AgNPs em questão (10 nm), sugerindo que estas AgNPs têm a 
capacidade de entrar nos neutrófilos humanos. A espectroscopia de raios X dispersiva 
de energia (EDS) também confirmou a natureza das NPs medidas como tendo na sua 













Figura 33: Imagens por TEM de neutrófilos humanos expostos a AgNPs de 10 e 50 nm (100 μg/mL) 
durante 16h. A- Controlo (sem AgNPs) (ampliação 5000x). B- Com AgNPs de 50 nm. C- Prováveis 










Com AgNPs de 10 nm (ampliação 8000x). E- Fagossoma (ampliação 40000x). F- Prováveis AgNPs de 
10 nm no interior de um fagossoma (ampliação 200000x). 
Tabela 4: Percentagens dos elementos identificados por EDS. 
Elemento Massa (%) 
Fe  8.72 
Ag  91.28 
Total 100.00 
 
4.4 Efeito das AgNPs no burst oxidativo de neutrófilos 
humanos 
Na Figura 34 estão representados os resultados obtidos no estudo da produção de 
espécies reativas pelos neutrófilos humanos quando expostos a AgNPs de 10 e 50 nm 
(0-100 μg/mL) durante 4h. Verificou-se que, das concentrações testadas, as AgNPs de 
50 nm não foram capazes de induzir a produção de espécies reativas pelos 
neutrófilos. Pelo contrário, ficou claramente demonstrado que as AgNPs de 10 nm 
ativaram as células resultando na oxidação da sonda DHR. Essa ativação foi 
dependente da concentração, tendo-se verificado uma maior ativação para a 
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Figura 34: Efeito das AgNPs de 10 e 50 nm (0-100 μg/mL) na produção de espécies reativas pelos 
neutrófilos humanos. A deteção foi feita após incubação de 4h, recorrendo à sonda DHR (10 μM) Os 
valores são apresentados como a média ± SEM (n≥3), *p<0,05 e ***p<0,001, comparativamente ao 
controlo (sem AgNPs).  





4.5 Contribuição da NADPH oxidase na ativação de 
neutrófilos humanos pelas AgNPs 
Na Figura 35 estão representados os resultados obtidos no estudo da contribuição 
da NADPH oxidase na ativação de neutrófilos humanos pelas AgNPs de 10nm. Pela 
análise do gráfico, verifica-se que o DPI (inibidor da NADPH oxidase) diminui o sinal 
induzido pelas AgNPs. Note-se que foi estudado o efeito do DPI, na viabilidade celular 
dos neutrófilos, e não se obteve qualquer alteração das células em contacto com o 







Figura 35: Efeito do DPI na ativação de neutrófilos humanos por AgNPs de 10 nm.. Os valores são 
apresentados como a média ± SEM (n≥3), ***p<0,001, comparativamente ao controlo (sem AgNPs).   
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Com as metodologias utilizadas ficou claramente demonstrado que as AgNPs de 10 
e 50 nm induzem toxicidade de neutrófilos humanos, sendo o efeito dependente do 
tamanho, tempo de exposição e concentração das NPs. 
As AgNPs têm emergido como uma importante classe de nanomateriais com uma 
ampla gama de aplicações industriais e médicas, com grande relevância nos produtos 
de aplicação dérmica, nomeadamente no tratamento de queimaduras. Está descrito na 
literatura que as AgNPs são capazes de penetrar na pele (167, 168). Sendo assim, é 
importante saber qual o efeito destas NPs nas células que constituem a primeira linha 
de defesa do nosso organismo, os neutrófilos. Note-se que há pouca informação sobre 
o efeito das AgNPs nestas células, sendo por isso este trabalho de enorme relevância 
para o conhecimento sobre a toxicidade destas NPs. Outra contribuição importante 
deste trabalho diz respeito à utilização e comparação de vários métodos, 
rotineiramente utilizados em laboratório, para a avaliação da toxicidade das AgNPs em 
neutrófilos humanos. 
As concentrações de AgNPs utilizadas neste estudo estão na gama utilizada por 
outros estudos in vitro (116, 127, 132). É importante mencionar que não há nenhum 
estudo que indique a concentração das AgNPs a que os humanos poderão estar 
expostos (89). No entanto, a investigação relativa aos efeitos citotóxicos das AgNPs é 
controversa, dado que existem estudos que revelam alta citotoxicidade em 
concentrações tão baixas quanto 2-5 μg/mL (126, 169, 170), como outros em que 
praticamente não se verifica toxicidade até à concentração de 100 μg/ mL (131). As 
AgNPs induzem respostas diferentes dependendo do tipo de células em estudo (127, 
171). Kaur e colaboradores observaram toxicidade das AgNPs em células epiteliais 
humanas de carcinoma A431, em células humanas de carcinoma pulmonar A549 e em 
macrófagos de murino RAW264.7, respetivamente, numa gama de concentrações de 
5 a 100 μg/mL (171).  
Neste trabalho, iniciou-se o estudo da viabilidade celular dos neutrófilos após 
exposição às AgNPs (10 e 50 nm) recorrendo ao método do azul tripano, que é um 
método já bastante descrito na literatura (154), inclusivamente, para avaliar a 
toxicidade destas e de outras NPs (172-174). Num estudo relativamente recente de 
Reddy e colaboradores foi avaliada a viabilidade de diferentes linhas celulares após 





tripano, por considerarem ser o mais isento de interferências quando se trata de NPs 
(173). No presente trabalho, com o método de incorporação do azul tripano, verificou-
se que a viabilidade dos neutrófilos humanos foi dependente do tempo de exposição 
às AgNPs. Uma exposição de 6h não induziu efeitos, contudo, ao fim de 16h verificou-
se uma redução estatisticamente significativa da viabilidade celular, que reduziu ainda 
mais às 24h com ambas as AgNPs. A viabilidade dos neutrófilos também reduziu com 
o aumento da concentração das AgNPs. Como exemplo, às 16 e 24h a concentração 
de 100 μg/mL provocou uma redução da viabilidade muito mais acentuada quando 
comparada com concentrações menores. Este método também revelou que a 
toxicidade das AgNPs depende do tamanho das mesmas. Ao fim de 16h de exposição, 
as AgNPs de 10 nm provocaram uma redução significativa da viabilidade (cerca de 
50%) apenas com 12,5 μg/mL, comparativamente com as AgNPs de 50 nm que só 
demonstraram efeitos significativos, mas menos expressivos, com o quadruplo dessa 
concentração (50 μg/mL).  
Num estudo com células epiteliais humanas dos brônquios BEAS 2B, realizado por 
Nymark e colaboradores, também foi verificada dependência do tempo (4 e 48h) e da 
concentração (2,5 a 240 μg/mL) com o método do azul tripano. No entanto, neste 
estudo verificou-se redução da viabilidade na concentração mais baixa às 4h (174), 
enquanto no presente estudo só foi verificada toxicidade com 16h de exposição com 
concentrações superiores a 12,5 μg/mL. Esta diferença pode ser justificada pela 
utilização de dois tipos de células diferentes. A variação de tamanho das NPs não 
parece justificar esta diferença dado que, no estudo de Nymark tratou-se de AgNPs 
revestidas com PVP com 42,5 ± 14,5 nm de diâmetro, o que está dentro da gama de 
tamanho do presente estudo (10 e 50 nm). 
Por outro lado, um estudo realizado igualmente com neutrófilos (89) indica que, 
para todas as condições testadas (0 a 100 μg/mL) durante 24h não se verificou 
diminuição da viabilidade com o método do azul tripano com AgNPs de 20 nm não 
revestidas. O não revestimento com PVP poderá estar na origem da aglomeração das 
NPs, não permitindo a sua entrada na célula e com a consequente diminuição da 
toxicidade. Este é um exemplo, que vem de encontro ao já referido anteriormente 
(secção 2.2.1), de que os revestimentos das NPs são importantes pelo facto de 
poderem alterar os seus efeitos.  
O método do PI é semelhante ao azul tripano pois, pela aplicação do PI é possível 
contar por citometria de fluxo células com a integridade membranar comprometida, 
sendo indicador de células em necrose (154). Com o método do PI verificou-se que ao 





houve um aumento da percentagem de células com PI incorporado relativamente ao 
controlo. Ao fim de 6h, as mesmas NPs originaram diferenças significativas 
relativamente ao controlo a partir da concentração de 50 μg/mL. As AgNPs de 50 nm, 
com estes tempos de incubação (4 e 6h), não provocaram efeitos. Após 16h de 
incubação com as AgNPs de 10 nm, o aumento da percentagem de neutrófilos com PI 
incorporado foi muito expressivo e quando comparado com a exposição às AgNPs de 
50 nm, em que, apesar de se verificar uma tendência de aumento dos níveis de PI, só 
se obteve significado estatístico para a concentração mais alta de 100 μg/mL (32 ± 
6%), sendo mesmo assim, muito inferior quando comparada com as AgNPs de 10 nm 
na mesma concentração (77 ± 10%).  
Apesar da semelhança de mecanismo com o azul tripano, o PI revelou resultados 
mais rápidos e com concentrações menores. As diferenças encontradas entre o 
método do azul tripano e o do PI podem ser devidas à diferença de massa destas 
moléculas. O azul tripano tem uma massa de 960 Dalton (176), enquanto o PI tem 668 
Dalton (177). Esta diferença de tamanho pode ser suficiente para o PI ser interiorizado 
mais depressa em caso de perda da integridade da membrana. Outro fator importante 
é o facto de no método do azul tripano se fazer a contagem ao microscópio ótico e no 
PI se utilizar a citometria de fluxo, uma metodologia mais sensível e pouco subjetiva. 
Apesar do azul tripano se tratar de um método rápido, útil e barato (± 0,01 € por 
amostra), não é suficientemente sensível ou fiável para ser usado, pelo menos como 
método único, em ensaios de toxicidade in vitro. Outra desvantagem deste método diz 
respeito ao tempo de execução, que não permite o estudo da viabilidade de muitas 
amostras ao mesmo tempo, principalmente devido à exigência de a contagem manual 
das células, não deixando de ser subjetiva (154) O método do PI, para além de nos 
indicar a diminuição da viabilidade dependente do tempo e da concentração das 
AgNPs, principalmente com as de 10 nm, indica que a causa de morte celular foi 
necrótica. A maior parte dos estudos já realizados com outras linhas celulares indicam 
morte celular por apoptose (114, 120, 122), inclusive um estudo que foi realizado com 
AgNPs de 20 nm também em neutrófilos humanos (89). No entanto, a causa de morte 
celular necrótica também foi verificada em outras células imunitárias nomeadamente 
em linfócitos com AgNPs ≤ 100 nm com o método do PI, ao fim de 3h de exposição, 
com a concentração de 25 μg/mL. No estudo de Kim e colaboradores foi avaliada a 
toxicidade de AgNPs de diferentes tamanhos em duas linhas celulares diferentes. 
Numa linha celular, MC3T3-E1, a causa principal de morte celular foi a apoptose, 





Com o método do NR, a partir das 4h de exposição, todas as concentrações de 
AgNPs de 10 nm, inclusivamente a mais baixa testada (25 μg/mL) revelaram sinais de 
citotoxicidade pela diminuição de sinal relativamente ao controlo. Por outro lado, as 
AgNPs de 50 nm, com o menor tempo de exposição testado, não induziram variações 
na viabilidade com nenhuma das concentrações. Só foi verificada alteração na 
viabilidade celular dos neutrófilos expostos às AgNPs de 50 nm com 16h de 
exposição, em que apresentaram uma percentagem de viabilidade celular de 82 ± 2% 
na concentração de 50 μg/mL, sendo estatisticamente diferente quando comparada 
com o controlo.  
Este resultado está de acordo com um estudo de Grosse e colaboradores que, com 
AgNPs de 10 e 50 nm verificaram toxicidade em células endoteliais de cérebro de rato. 
No entanto, com o mesmo tempo de exposição obtiveram citotoxicidade com o método 
do NR com uma concentração menor de AgNPs de 10 nm (10 μg/mL com 4h) (124). 
Estas diferenças podem estar relacionadas com o facto de se tratarem de linhas 
celulares distintas. Liu e colaboradores documentaram que AgNPs de 5 nm eram mais 
tóxicas em comparação com as partículas de 20 e 50 nm, respetivamente, em quatro 
linhas celulares diferentes (178). Estes resultados corroboram os obtidos no presente 
trabalho, em que as AgNPs de 10 nm se revelaram mais citotóxicas do que as de 50 
nm em todos os métodos utilizados.  
Com o ensaio do NR verificou-se toxicidade com uma concentração inferior de 
AgNPs de 10 nm (25 μg/mL) relativamente ao ensaio do PI que só revelou toxicidade 
com as mesmas AgNPs com mesmo tempo de incubação com uma concentração 3 
vezes superior.  
No que respeita às AgNPs de 50 nm também se verificaram diferenças entre os 
métodos. No ensaio do NR notaram-se diferenças significativas entre o controlo e as 
células tratadas, a partir da concentração de 50 μg/mL. Com o método do PI só se 
observaram diferenças na concentração mais alta, de 100 μg/mL. No entanto, esta 
diferença na concentração mais alta é mais acentuada para o método do PI do que 
para o método do vermelho neutro, verificando-se que, para este último, o valor da 
viabilidade às 16h foi muito próximo para as 3 concentrações estudadas indicando 
assim que o seu efeito máximo é menor e menos sensível às concentrações mais 
altas quando comparado com o método do PI.  
O NR é um corante catiónico fraco e supõe-se que a entrada do corante no citosol é 
mediada por difusão não iónica através da membrana celular. Dentro da célula, o 
corante acumula-se nos lisossomas de células viáveis, mas não em células com danos 





parecem prejudicar a função da membrana, pois são capazes de reduzir a difusão não 
aniónica e reter o corante nos lisossomas sem haver disrupção da membrana (124). 
Isto pode justificar o facto do método do NR ter fornecido respostas mais rápidas e 
com menor concentração do que o do PI e o azul tripano. 
Apesar do método do PI ser mais fácil de executar e apresentar maior 
sensibilidade, é muito caro (3,40 € de PI por 10 amostras), o que faz com que a 
escolha para a avaliar a viabilidade recaia sobre ensaio do NR que forneceu efeitos 
com concentrações mais reduzidas, sendo muito mais barato (0,07 € de NR por 10 
amostras). No entanto, este método é mais trabalhoso e moroso. Contudo, e para 
evitar conclusões erróneas é sempre aconselhada a utilização de outro método.  
Este trabalho, para além do estudo da toxicidade das AgNPs em neutrófilos 
humanos, permitiu a implementação e comparação de vários métodos para 
determinação da viabilidade celular. Os resultados obtidos revelaram diferenças 
relevantes entre os métodos no que diz respeito à sensibilidade de cada um deles, 
tempo de execução e custo. O método do PI e o do NR demonstraram ser mais 
sensíveis ao tempo de exposição, quando comparados com o método do azul tripano, 
mostrando diferenças significativas entre os controlos e as células tratadas e com 
incubações mais curtas. As diferenças encontradas nos métodos utilizados podem ser 
explicadas pelas características intrínsecas de cada método tal como já foi discutido. 
Note-se que neste trabalho também foi utilizado o método da LDH que mede a 
libertação de LDH intracelular para o meio de cultura sendo um indicador de morte 
celular irreversível devido a danos na membrana da célula (158). Contudo, as NPs em 
estudo interferiram com o método e como tal não foi possível tirar conclusões com 
este ensaio. Este tipo de interferência já tinha sido descrito na literatura (179-181). Oh 
e colaboradores estudaram o mecanismo desta interferência utilizando dois tipos de 
AgNPs (com e sem citrato) em que ambas interferiram com o resultado. Os autores 
sugeriram que as AgNPs adsorviam a LDH, e que as AgNPs juntamente com a LDH 
poderiam ser removidas da amostra a analisar durante a preparação das amostras 
com uma libertação de LDH das células subestimada. Também sugerem que a 
libertação de ROS pelas AgNPs também diminui esta expressão além da adsorção de 
outras proteínas (180). Este mecanismo continua sem estar totalmente esclarecido, já 
que existem estudos em que o ensaio da LDH continua a ser aplicado, supostamente 
sem problemas (89, 127, 182). Existem outros ensaios que poderão sofrer 
interferências com as AgNPs como o ensaio do MTT (131) e MTS (183) pelas suas 





avaliação da viabilidade deve ser criteriosa e idealmente deve-se utilizar mais do que 
um método. 
Pela análise das células por TEM, verificou-se claramente que as AgNPs de 10 nm 
têm capacidade de entrar na célula, encontrando-se em vesículas e no citosol, 
estando este resultado de acordo com o estudo de Poirier e colaboradores que 
utilizaram AgNPs de 20 nm (89). Asharani e colaboradores sugerem que as AgNPs 
com diâmetros entre 6 e 20 nm penetram nas células e adsorvem as proteínas 
citosólicas, o que limita a capacidade das células na manutenção das suas funções 
(111). Kim e Choi após estudo com macrófagos humanos e AgNPs de 5 nm revestidas 
com PVP sugerem que além de entrarem por endocitose e fagocitose, as AgNPs de 
pequenas dimensões poderão entrar por outros meios diretamente através da 
membrana (184). De referir, que no presente trabalho, utilizando a citometria de fluxo 
não se verificaram alterações proporcionais no que respeita ao volume e 
complexidade celular (dados não apresentados) como verificado por Poirier e 
colaboradores com AgNPs de 20 nm na concentração de 100 μg/mL (89). No entanto, 
os autores mencionados confirmaram por DLS, a presença de grandes agregados de 
AgNPs. Com a utilização de TEM, não foi possível identificar agregados de AgNPs, 
que pelo contrário se encontravam bem individualizadas. A PVP pode ser a 
responsável por esta conservação de individualidade destas NPs, já com NPs não 
revestidas, como as usadas por Poirier e colaboradores, a probabilidade de agregação 
é maior (89). A agregação faz com que as NPs sejam menos reativas ficando com 
uma menor área de superfície reativa. Este facto foi confirmado por Grosse e 
colaboradores que utilizaram o ICP-MS e demonstraram que as partículas maiores ou 
mais aglomeradas apresentavam uma libertação de iões Ag+ reduzida comparada com 
AgNPs menores (124), o que pode justificar o facto de, neste trabalho, as AgNPs de 
10 nm serem mais tóxicas do que as de 50 nm. 
Ao contrário do que foi visualizado com as AgNPs de 10 nm, as de 50 nm não se 
encontravam no interior das células. Num estudo de Nymark e colaboradores, a 
concentração de 100 μg/mL de dois tipos de AgNPs, com tamanhos compreendidos 
entre 30 e 50 nm, que diferiam no tipo de síntese (diferentes agentes redutores), foi 
testada em células A431 epiteliais cancerígenas da pele. Os autores verificaram que 
um dos tipos de AgNPs entraram nas células e espalharam-se pelo citoplasma e 
núcleo, enquanto outras AgNPs ficaram nas imediações da célula formando 
agregados, ficando assim maiores e tendo maior dificuldade em transpor a membrana 
celular (174) No presente estudo, como já referido não foram observados agregados, 





características intrínsecas das AgNPs, podendo assim, originar os diferentes 
resultados que se encontram descritos na literatura (166).  
Em relação à análise morfológica, só foram verificadas alterações a partir das 6h 
com as AgNPs de 10 nm. Ao fim desse tempo, as células apresentavam uma ligeira 
contração e ligeira condensação dos núcleos. Ao fim de 16h, observou-se que os 
neutrófilos quando expostos às AgNPs de 10 nm se apresentavam bastante 
contraídos e os seus núcleos tinham perdido a forma bilobada. Apresentam assim 
características típicas de apoptose que pode culminar em necrose secundária. 
Relativamente à exposição às AgNPs de 50 nm, notou-se apenas uma ligeira 
diferença relativamente ao controlo sem que fosse possível tirar nenhuma informação 
concreta, devido à subjetividade deste tipo de análise associado ao facto de ser um 
método apenas qualitativo.  
Está descrito na literatura que um dos mecanismos pelos quais as AgNPs induzem 
toxicidade passa pela produção de espécies reactivas (118, 119, 126). Os neutrófilos 
defendem o nosso organismo através da produção de espécies reactivas. Quando 
essa produção é excessiva, ultrapassando inclusivamente, a capacidade dos 
antioxidantes em neutralizar essas espécies, as células entram no chamado stresse 
oxidativo, que culmina em danos para o hospedeiro (185).  
Tendo em conta que não está descrito na literatura o efeito destas NPs na 
produção de espécies reativas pelos neutrófilos humanos, foi objetivo deste trabalho 
contribuir para a elucidação desse efeito.  
Para a deteção das espécies reactivas recorreu-se à sonda DHR, que não sendo 
específica, deteta várias espécies reactivas como o O2
-, H2O2 e o ONOO
-. Ficou 
demonstrado que as AgNPs de 10 nm têm capacidade de induzir a produção de 
espécies reativas de uma forma dependente da concentração. Já com as AgNPs de 
50 nm, nas presentes condições experimentais, não foi possível detetar a produção de 
espécies reativas. A produção de espécies reactivas pelos neutrófilos inicia-se com a 
ativação da enzima NADPH oxidase. Trata-se de um complexo enzimático composto 
por várias subunidades, algumas presentes no citoplasma, outras na membrana 
plasmática. Após estimulação das células, ocorre a união de todos os componentes 
tornando a enzima ativa e capaz de produzir O2
- (40). A partir do O2
- formam-se, em 
cascata, as outras espécies reactivas nomeadamente H2O2, o HOCl, o HO• e o 
1O2 e 
RNS, em particular o •NO e o ONOO−. Para confirmar que a ativação dos neutrófilos 
pelas AgNPs ocorre via ativação da NADPH oxidase, utilizou-se um inibidor da 
enzima, o DPI. O DPI inibiu o sinal, comprovando o envolvimento da NADPH oxidase 





A influência do tamanho das AgNPs na produção de espécies reativas também foi 
verificada em macrófagos de rato após 24h de tratamento com AgNPs de 15, 30 e 55 
nm, em que a produção mais pronunciada de ROS ocorreu com as AgNPs de 15 nm 
(118), corroborando os resultados aqui apresentados. 
As espécies reativas podem originar alterações na função mitocondrial (114, 125, 
126, 130), que podem induzir a morte celular por necrose devido à depleção de ATP 
ou à apoptose mediada pelas caspases. O processo de apoptose é desencadeado se 
a permeabilidade da membrana mitocondrial se alterar apenas numa subpopulação de 
mitocôndrias e as restantes forem ainda capazes de manter o potencial de membrana 
e produzir ATP suficiente para suportar o processo (186). Assim, pode-se supor que 
os danos celulares provocados nas presentes condições experimentais pelas AgNPs 
foram bastante abrangentes para resultarem em morte celular apoptótica. Talvez se 
deva ao facto dos neutrófilos terem poucas mitocôndrias comparativamente com 
outras células. Os resultados obtidos no presente trabalho sugerem que, a produção 
de espécies reativas pelos neutrófilos expostos a AgNPs pode ser um mecanismo pelo 
qual as AgNPs induzem a toxicidade nestas células.  
Com os resultados obtidos neste trabalho, ficou claramente demonstrado que as 
AgNPs revestidas com PVP são citotóxicas para os neutrófilos humanos. Sendo que, o 
nível de toxicidade varia com o tamanho, tempo de exposição e concentração das 
AgNPs. Independentemente do método utilizado neste estudo, a comparação dos 
tamanhos das AgNPs revelou sempre uma resposta mais pronunciada por parte das 
AgNPs de menor diâmetro (10 nm) relativamente às de 50 nm. Este efeito pode estar 
relacionado com o facto das AgNPs de 10 nm serem capazes de entrar nas células 
como se verificou por TEM associado ao facto de serem capazes de induzir a 
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